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PREFACI

Les rickettsiosis son malalties reconegudes des d’antic (1) pero en els darrers anys estan
tenint més rellevancia, ja que algunes d’clles estan considerades dins de les infeccions
emergents. SGn zoonosis transmeses per artropodes vectors i la seva incidéncia va lligada al

cicle dels vectors.

Fins el 1984 es coneixien 5 especies de rickéttsies patogenes, perdo nomeés en els altims 12
anys s’han reconegut 10 noves espécies (2). Les tecniques moleculars com I’analisi del gen
16SrRNA ribosomal han estat capaces de determinar les relacions filogenétiques entre
espécies i son Utils en bacteris intracel-lulars que expressen poc les caracteristiques
fenotipiques que s’utilitzen en taxonomia. Aquestes tecniques han servit de base per

reclassificar especies (3).

La Febre Botonosa Mediterrania (FBM) és una de les rickettsiosis més freqients i
importants a Europa (4), present a tota la vessant mediterrania i a la nostra area geografica
en particular (5,6,7). Es ben coneguda com a entitat clinica i des del punt de vista del
tractament. No passa el mateix en relacié als aspectes epidemiologics o de diagnostic
especific, pel fet que el cultiu de rickeéttsies és laborids, dificil i es troba limitat a laboratoris
de recerca o de referéncia. Es per aguest motiu que els estudis de seroprevalenca en la
poblacié humana sana i també en animals ens aporten un coneixement més gran sobre els
marcadors epidemiologics de la malaltia i a la vegada ens ajuden a valorar la situacio en qué

es troba aquesta malaltia en una determinada area (8, 9,10).

L’especie Rickettsia conorii (R. conorii) ha estat considerada el principal agent etiologic de
la FBM. En els darrers anys, I’aplicaci6 de nous meétodes de cultiu cel-lular i el
desenvolupament de técniques moleculars en el diagnostic han permes identificar noves
soques de rickettsies, algunes d’elles de poder patogen desconegut, aillades només en
paparres, i d’altres en qué s’ha confirmat o bé s’han trobat indicis de la seva possible relacid
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amb malaltia humana (11,12). Moltes soques s’han obtingut i identificat de paparres o
d'animals, pero nomes l'aillament en humans significaria que aquestes rickéttsies poguessin

ser considerades patogenes.

A Catalunya, la identificaci6 d’una nova soca en paparres capturades a diferents arees,
anomenada en un principi MTUS5 i posteriorment Bar 29 (grup massiliae), va fer pensar en el

seu possible rol com a agent etiologic de la FBM (13).

El poder patogen de la Rickettsia massiliae Bar 29 (R. massiliae Bar 29) en 1’especie
humana va ser confirmat per primera vegada a Sicilia, a partir d’'una mostra de sang recollida
vint anys abans en un pacient diagnosticat inicialment de FBM i que s’havia conservat

congelada (14). Posteriorment se n’han descrit alguns pocs casos mes arreu del mon.

En aquest estudi hem volgut valorar els metodes de que disposem per al diagnostic d’aquests
microorganismes i a la vegada trobar nous meétodes diagnostics que ens acostin a un
coneixement més gran d’aquests bacteris. També hem volgut confirmar si la R. massiliae
Bar 29, que es troba en el nostre medi i que és causa de malaltia humana, ho és també de la

FBM en la nostra comunitat.
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ABREVIATURES

FBM Febre Botonosa Mditerrania

RMSF Rocky Mountain Spotted Fever

ADN Acid desoxirribonucleic

ARN Acid ribonucleic

CoA Coenzim A

NAD Nicotinamida adenina dinucleotid

ATP Adenosina trifosfat

uv Ultravioleta

TNF Factor de necrosi tumoral

1gG Immunoglobulina G

IgM Immunoglobulina M

PCR Reaccid en cadena de la polimerasa

RFLP Polimorfisme en la longitud dels fragments de restriccio
IFD Immunofluorescéncia directa

MRC5 Linia cel-lular de teixit fetal pulmonar

VERO Linia cel-lular (cél-lules epitelials de rony6 de mona verda africana)
WI-38 Linia cel-lular de fibroblasts de pulm6 huma

HELA Linia de cel-lules neoplasiques cervicouterines

L-929 Linia cel-lular procedent de teixit subcutani areolar i adipos de ratoli
IFI/MIF Microimmunofluorescéncia indirecta

PBS Buffer fosfat sali
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WB Western immunoblot
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MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/lonization -Time Of Flying

EDO Malalties de declaracio obligatoria
ITT Indian Typhus Tick

QTT Quesland Typhus Tick

TBE Tris-borat-EDTA
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1 INTRODUCCIO

1.1 UNA MICA D’HISTORIA

Historicament les rickettsiosis han representat una de les grans plagues de la humanitat.
Tucidides, al segle V aC, ja fa referencia a un procés febril exantematic a la Historia de la
guerra del Peloponés. Més tard, ’any 1862, en 1’obra classica de C. H. Murchison A
Treatise on the Continued Fevers of Great Britain es constata que la historia completa del
tifus és la historia d’Europa en els tres segles i mig anteriors. Aquestes epidemies, doncs,

sempre han estat lligades a situacions de fam, miseria i amuntegament.

En el setge de Granada (1483), les tropes dels Reis Catolics van patir nombroses baixes:
prop de 17.000 morts de tifus exantematic. Ja en el segle XX, en el curs de la Primera
Guerra Mundial, a Serbia, més de 150.000 ciutadans van morir de tifus, i a Rassia n’hi va

haver més de 30 milions de casos i prop de 3 milions de morts.

El 1899 Edward E. Maxey va fer la primera descripcio de la malaltia “Rocky Mountain
spotted fever” (RMSF), prototip de les rickettsiosis transmeses per paparres. El 1907 el
metge america Howard Taylor Ricketts fou el primer a descriure el bacteri causant d’aquesta

malaltia i del tifus exantematic, que en el seu honor van rebre el nom de rickettsies.

El 1919 S. Burt Wolbach va demostrar experimentalment que 1’agent de la RMSF
Rickettssia rickettsii era transmes i mantingut per una paparra del génere Dermacentor. Al
llarg del segle XX es van anar caracteritzant rickettsies del grup de les febres tacades a
I’America del Nord: Rickettsia parkeri el 1939, Rickettsia montanensis el 1963 i Rickettsia

rhipicephali, el 1978. Aquestes rickéttsies es van considerar en principi com no patogenes.

Paral-lelament, en altres continents també es van interessar per 1’estudi de les rickettsiosis.
Aixi, les primeres observacions respecte a la FBM van ser fetes per Conor i Bruch a Tunisia

el 1910, on parlaven d’un procés febril i anomenaven I’exantema bot6 (15). Simultaniament
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a casos descrits a Marsella, el 1917 va esclatar de manera epidemica a Cannes. Una mica
més tard, al 1920, Carducci, a Roma, publica un treball on va recopilar unes 16 observacions

en un periode de 10 anys.

Ja al 1925, Pieri descriu per primera vegada 1’escara “taca negra” en el punt d’inoculacio i,
juntament amb Olmes i Boinet (1927), indiquen la possible transmissio de la malaltia per la

paparra del gos.

Caminopetros i Brumpt (16) assenyalen R. conorii com 1’agent etiologic i Duran i Coseil
identifiquen Rhipicephalus sanguineus (Rh. sanguineus) com el reservori i vector de la
malaltia al nord d’Africa. La primera referéncia a Espanya sobre la infeccié humana es

remunta al 1928 (17).

Arran del Primer Congrés Internacional d’Higiene Mediterrania el 1932 aquesta malaltia se

la va denominar Febre Botonosa Mediterrania (FBM).

Durant décades es va considerar que R. conorii era 1’nic agent etiologic de les rickettsiosis
transmeses per paparres a Europa i Africa. De la mateixa manera que Rickettsia sibirica (R.

sibirica) ho era a ’'URSS i la Xina, Rickettsia australis (R. australis) a Australia i Rickettssia

Figura 1. Primeres especies de rickettsies considerades patogenes.
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Els estudis posteriors van aportar que el 1984 es coneguessin dins el grup de les febres
tacades 5 espécies de rickeéttsies patogenes; el 2005, 14; i el 2012 ja es coneixien 17 especies
diferents de rickettsies patogenes amb 4 subespécies de R. conorii i 2 subespécies de R.

sibirica (18,19).
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1.2 AGENT ETIOLOGIC: EL GENERE RICKETTSIA

1.2.1 Taxonomia del genere Rickettsia sp.

Hi ha molts problemes i molta feina a fer pel que fa a la taxonomia de les rickettsies. No se
sap com anomenar als nous aillats, si soques, espécies o0 serotips. Algunes soques es van
considerar especies diferents per serotipatge, i després, en estudis moleculars, es va
comprovar que els serotips no tenien una variabilitat tan elevada en la seva sequencia
d’ADN com per considerar-les espécies diferents. En els propers anys s’assistira a un canvi
profund en la nomenclatura taxonomica de les rickéttsies. Des del punt de vista practic seria
necessari poder distingir amb noms diferents els organismes responsables de quadres clinics

diferents.

Per a la classificacio de les rickéttsies disposem en aquest moment de tecniques molt
acurades com ara les moleculars, que actualment s'estan aplicant amb bastant exit a la

identificacio de les soques ja aillades anteriorment i a les noves que es van descrivint.

Com bé s’ha dit, la classificacio taxonomica de les rickéttsies ha patit grans canvis degut a
I’aparicio dels métodes de classificacié moleculars, que ha permes un millor coneixement de
les caracteristiques filogenétiques de les rickéttsies. TaxonoOmicament son a-Proteobacteria,
pertanyen a l'ordre Rickettsiales, familia Rickecttsiaceae, tribu Rickettsieae i geénere

Rickettsia.

Inicialment aquest genere estava subdividit en tres grups: el de les febres del tifus (Rickettsia
typhi i Rickettsia prowazeki), el grup de les febres tacades amb més de 30 espécies diferents i
el grup del tifus dels matolls, que incloia I’espécie Rickettisa tsutsugamushi. Posteriorment
es va demostrar que aquesta Ultima era diferent del génere Rickettsia i es va incloure en un

nou genere Orientia que inclou una Unica espécie Orientia tsutsugamushi (20).
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Actualment, doncs, atenent a les bases cliniques i als agents etiologics, es classifiquen en dos
grups: el grup de les febres tacades, on les paparres son els seus vectors i reservoris
principals a excepcio de Rickettsia felis (transmesa per puces) i Rickettsia akari (transmesa
per acars), i el grup de les febres tifiques que tenen com a vectors els polls humans

(Rickettsia prowazeki) i les puces (Rickettsia typhi) (Taula 1).

TAULA 1. Taxonomia del genere Rickettsia

Ordre Familia Tribu Geénere Grup
Rickettsiales Rickettsiaceae Wolbachieae
Rickettsieae Rickettsia Febres tacades
Febres tifiques
Orientia

Anaplasmataceae

Dins el grup de les febres tacades, que son les que tractarem en aquest treball, actualment hi
ha validades i nominades 26 espécies de rickettsies; en 23 d’elles, a més, es coneix el seu
genoma. Entre elles, 17 espécies i 6 subespecies estan considerades patogenes. A part n’hi
ha algunes més encara no denominades, de les quals es desconeix el seu paper en infeccions
humanes, ja que solament s’han aillat en paparres o altres animals. En la Taula 2 es

descriuen les especies i subespécies de rickéttsies patogenes denominades fins el moment

Q).
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TAULA 2. Rickettsies del grup de les tacades denominades i patogenes transmeses per paparres

Espécies Distribucio geografica

R. aeschlimannii Europa, Asia, nord d’Africa, Africa subsahariana

R. africae Ameérica del Nord i Central, Asia, nord d’Africa,
Africa subsahariana, Illes del Pacific

R. australis Australia

R. conorii ssp. caspia Europa, Africa subsahariana

R. conorii ssp. conorii Europa, Asia, nord d’Africa, Africa subsahariana

R. conorii ssp. indica Europa, Asia

R. conorii ssp. israelensis Europa, Asia, nord d’Africa

R. heilongjiangensis Asia

R. helvetica Europa, Asia, nord d’Africa

R. honei Asia. Australia, Pacific

R. japonica Asia

R. massiliae/Bar 29 America del Nord, Central i del Sud, Europa, Asia,
nord d’Africa, Africa subsahariana

R. monacencis Europa, nord d’Africa

R. parkeri América del Nord, Central i del Sud

R. philipii América del Nord i Central

R. raoultii Europa, Asia, nord d’Africa

R. rickettsii Ameérica del Nord, Central i del Sud

R. sibirica ssp. mongolitimonae Europa, Asia, nord d’Africa, Africa subsahariana

R. sibirica ssp. sibirica Asia

R. slovaca Europa, Asia, nord d’Africa

R. tamurae Asia

L’estudi de diferents gens per la classificacio de les rickéttsies ha suposat una autentica

revolucid en aquest camp. Les seqiiencies d’alguns gens s han utilitzat per definir espécies i

subespecies; entre ells, gtlA, ompA, ompB i genD. (Figura 2) (21).
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R. africae \
Rickettsia sp. « strain S »

R. parkeri

R. sibirica sibirica

R. sibirica mongolitimonae
R. conorii conorii

R. conorii indica

R. conorii caspia

v
R. rickettsii group

100) R. conorii israelensis
R. slovaca

100 R. rickertsii

R. honei

R. japonica ]

R. massiliae

R. massiliae Bar29
R. massiliae
group

100 | 9 R. rhipicephali

R. aeschlimannii

R. montanensis

| R. helvetica  R. helvetica group |

; R. australis R. akari group

R. canadensis

Ancestral
group

AB bacterium

R. bellii

gltA ompA ompB Gene D

Figura 2. Classificacié filogenética de les rickéttsies.“Tick-borne Rickettsioses around the world:
emerging diseases challenging old concepts”. Clin Microbiol Rev.2005. (18), 4:719-756.

Una de les principals dificultats en I’estudi de les rickéttsies ha estat determinar el cut-off en
el percentatge de divergencia de la sequéncia gendmica per tal de distingir especie i
subespecie. Segons les Ultimes guies per la classificacio d’espeécies, es defineix una nova
especie de rickettsia quan la similitud dels gens gtlA, ompA, ompB i genD és <99,9%,
<98,8%, <99,2% i <99,3% respectivament, i quan la similitud genomica és més alta perd
divergeixen en el fenotip, es consideren subespécies diferents. Per aquesta rad hi ha descrites

4 subespeécies de R. conorii i dues de R. sibirica (22).
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Com es pot veure, la taxonomia de les rickéttsies €s controvertida i no hi ha un consens
universal en la seva classificacio, ja que alguns rickettsiolegs creuen que hi ha masses
espécies reconegudes amb aquests metodes.

Per altra banda, com que els genomes de les rickéttsies son relativament petits, s’han
sequienciat molts gens del seu genoma. En la Figura 3, podem observar 1’arbre filogenetic de

les especies amb el genoma seqlienciat (23, 24).

R. conorii caspia

R. conorii israelensis

R. conorii indica

R. conorii conorii
—: R. rickettsii

R. peacockii
{ R. slovaca

R. africae

R. parkeri
4'_7‘: R. sibirica sibirica
R. sibirica mongolitimonae

R. montanensis

R. honei
—— R. heilongjiangensis
| — R. japonica

— R rhipicephali
L R massiliae /Bar29
R. helvetica

17 R. australis
|_': R. akari
R. felis
[—R. prowazekii
|—R. typhi

R. canadensis
R. bellii

Figura 3. Classificacio filogenética basada en la seqiiencia genomica d’espécies de rickéttsies.”Update on Tick-
Borne Rickettsioses around the world: a geographic approach”. Clin. Microbiol. Rev. 2013, 26(4):657-700.
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1.2.2 Caracteristiques microbiologiques. El bacteri

Les rickettsies son bacteris gram negatius, en forma de coc bacil, de mida petita 0,3-0,6 um
de diametre x 0,8-2 um de llargada, pleomorfics, immobils i aerobis. Tenen paret cel-lular i
una membrana citoplasmatica trilaminar, amb ADN i ribosomes i sense una area nuclear

definida. En algunes especies s'ha observat en la seva superficie una capsula externa. (Figura

4,5).

Figura 4. Microfotografia de rickéttsies per Figura 5. Microfotografia de rickeéttsies.
microscopia electronica.
Durant anys, ateses les seves caracteristiques, s’havien considerat microorganismes situats

entre els bacteris i els virus, pero finalment es va veure que en realitat son bacteris perqué:
e Presenten multiplicacio per fissio binaria.

e Contenen ADN i RNA. La mida del genoma en nombre de bases és comparable al

d'altres bacteris de mida similar.

e La seva paret cel-lular esta composta d'acid muramic i acid diaminopimelic,
caracteristica dels bacteris gram negatius. A la vegada, estudis quimics de
suspensions purificades de la paret cel-lular de rickettsies han demostrat que esta
formada de components com carbohidrats, proteines i lipids semblants als bacteris

gram negatius.
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Ara bé, les rickettsies tenen caracteristiques diferencials amb altres grups de bacteris pel fet
de ser parasits intracel-lulars obligats, és a dir, necessiten cofactors, nucleotids (CoEA,

NAD, ATP) de la cel-lula hoste.

Resideixen lliurement en el citoplasma de les cél-lules endotelials vasculars i
reticuloendotelials humanes i de certs mamifers i també en les cel-lules de I’epiteli intestinal
i de les glandules salivals dels seus hostes artropodes, i es multipliquen per fissié binaria de
forma similar a la resta de bacteris. Fora de la cél-lula les rickettsies perden la seva capacitat
infectiva, s'atura la seva capacitat metabolica i no poden sobreviure en el medi ambient, ja
que requereixen I'energia que els proporciona la cel-lula que parasiten i no poden fabricar les
proteines, acids nucleics i molécules essencials per sobreviure. No creixen, doncs, en cultius
axenics, pel seu aillament cal el cultiu cel-lular i malgrat la seva estructura de gram negatius
no es tenyeixen bé amb la tincio de Gram pero si amb altres tincions com Giemsa,

Castafieda i Giménez (25, 26). (Figura 6).

™~

Figura 6. Tincié de Giménez d’un cultiu

de rickéttsies.

Son organismes molt labils a les condicions ambientals i sén inactivats en el laboratori en
condicions adverses, 8% formaldehid, 1% fenol, desinfectants com lleixiu, 70% etanol, raigs
UV i a56°C en 30'. Els titols infectius es perden en poques hores a T ambient i en 24 h. a
43C.

El mecanisme de transmissio es a través d’artropodes. En ells es multiplica la rickettsia i té
lloc el seu cicle vital, on també es produeix transmissio transovarica i transestradial, poden
infectar diferents vertebrats que actuen com a hostes i asseguren la supervivéncia dels

parasits vectors.
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Per altra banda poden accidentalment infectar les persones al produir-se una picada per part
de I’artropode vector. En el cas dels polls, aquests defequen després de la picada, i la persona

introdueix la rickéttsia dins el seu organisme al rascar-se (27).
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1.2.3 Mecanisme de patogenicitat

Després d'ésser introduides en l'organisme, les rickéttsies infecten I'endoteli vascular a I’
adherir-se als receptors cel-lulars per les proteines OmpA i OmpB. Aquestes afavoreixen 1’
entrada a les cel-lules al provocar alteracio de I’actina del citoesquelet i els bacteris es
multipliquen en aquestes cel-lules disseminant-se pel sistema vascular, produint vasculitis
dels petits vasos. Les rickettsies contacten amb les cel-lules endotelials, indueixen la seva
propia fagocitosi i, un cop dins el citoplasma, surten del fagosoma i proliferen dins el citosol
de la cél-lula infectada i per exocitosi a les cél-lules contigiies. La infecci6 s’inicia en la zona
d’inoculacio, i s’estén posteriorment de cél-lula en cél-lula per la circulacié venosa, la qual

cosa facilita I’aparici6 de multiples focus de vasculitis multisistémica. (Figura 7).

Figura 7. Tinci6 de Gimenez on s’observen

rickettsies en endoteli vascular. Imatge CDC.

Aquestes lesions vasculitiques es poden localitzar a nivell cutani, pulmonar (pneumonitis

intersticial), pericardi, meningi, hepatic, renal, intestinal, etc.

Altres manifestacions com la hipovolemia, I’edema o la hipotensio es troben relacionades
per I’augment de la permeabilitat capil-lar a causa de la infeccio de les cél-lules endotelials

(25, 28, 29).

S’han descrit també en alguns pacients complicacions hemorragiques i trombotiques
relacionades amb trastorns d’alguns factors de la coagulacié, encara que son poc freqiients

(30).
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Les rickéttsies activen el factor nuclear KB que inhibeix 1’apoptosi i incrementa la produccio
de citocines proinflamatories. En alguns estudis realitzats en la nostra area geografica en
pacients amb FBM, s’han analitzat el paper de certes citocines com el factor de necrosis
tumoral (TNF) alfa i de la interleukina-6 com a marcadors de gravetat. Sembla que poden
exercir un important paper en la defensa enfront de patogens intracel-lulars com les
rickéttsies. S’ha trobat in vitro que el TNF és alliberat per les cel-lules mononuclears
infectades per R. conorii i té una activitat anti-rickettsial directa. S’ha vist que aquestes
citocines es troben elevades en el serum dels pacients amb la fase aguda de la malaltia i amb

una intensitat més gran en les formes més greus (31, 32).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA. EL VECTOR

Les rickéttsies es transmeten per artropodes vectors, entre ells, les puces, polls, acars i
paparres que es troben infectades per aquests bacteris. La distribucié i incidencia de la
malaltia es troba relacionada amb 1’area geografica, cicles de vida i época d’activitat del seu

vector.

En el cas del grup de les febres tacades les paparres son considerades el seu vector principal.

1.3.1 Caracteristiques generals de les paparres

Sén artropodes de la classe Arachnida, en la qual trobem tres families:
e Ixodidae o paparres dures. Presenten una cuticula quitinosa, 1’escut.
e Argasidae o paparres toves. No presenten la cuticula quitinosa, sén flexibles.
e Nuttalliellidae

De les tres families, la Ixodidae és la més amplia amb 12 generes, entre els quals destaquen
per la seva importancia: Ixodes, Amblyoma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyaloma i
Rhipicephalus (33).

A Europa les Ixodidae es consideren el principal vector i reservori de malalties infeccioses
en les persones. Les seves particularitats ecologiques contribueixen de forma clara en les

caracteristiques clinico-epidemiologiques de les malalties transmeses a les persones (34, 35).

Son parasits hematofags que realitzen la presa de sang d’una forma continua. Presenten tres
fases en el seu cicle biologic: larva amb tres parells de potes, nimfa i adult amb quatre parells

de potes. Els cal la ingesta de sang per passar d’un estadi a I’altre. (Figures 8, 9).
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Figura 8. Part anterior d’una paparra on Figura 9. Cicle vital de les paparres.
s’observen les peces bucals.

Una paparra pot arribar a parasitar al llarg de la seva vida una, dues o tres espécies d’hostes,

depenent de I’espécie.

Poden transmetre diferents tipus de microorganismes patogens, que inclouen bacteris, virus,

protozous i helmints.

En el nostre medi destaquen com a germens productors de malalties transmeses per les

paparres:
1. Les borrélies causants de la malaltia de Lyme i la febre recurrent.
2. La Francisella tularensis, causant de la tularemia.
3. Lesrickeéttsies, causants de les rickettsiosis.

Una altra caracteristica de les paparres, a banda de la transmissié de microorganismes,
resideix en el fet que poden produir efectes locals i/o sistémics en els animals i, en alguns

casos, també a les persones que parasiten (36), per exemple:
e Perdua de sang quan la parasitacio és molt elevada.

e Simptomes locals en el lloc de la picada tals com inflamacid, picor, alopécia o

liquenificacio.
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24

Reaccions toxiques i al-lergiques com a resposta als antigens i altres substancies

presents en la saliva dels artropodes que inoculen durant la ingesta de sang.

Paralisi provocada per la picada de la paparra, no molt freqlient en el nostre medi
pero si en paisos com els EUA i Australia, on resideixen les espécies de paparres
relacionades amb aquesta afeccié (37). Entre les especies responsables, trobem
Dermacentor andersoni, D. variabilis i D. occidentalis a I’America del Nord i Ixodes

holocylces a Australia.
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1.3.2 Transmissio de rickéttsies entre les paparres

La capacitat d’actuar com a vector d’una paparra depén de diferents factors. La seva
condicidé d’hematofags obligats, I’ampli ventall d’hostes, I’elevada resisténcia, la necessitat
d’una alimentacio perllongada durant dies i la capacitat de transmetre transovaricament
determinats patogens son factors que afavoreixen tant la transmissié com la seva propagacié
(36).

La transmissid de rickettsies entre les paparres es produeix tant per via transestadial, és a dir
d’un estadi a I’altre del seu cicle biologic (larva, nimfa i adult), com transovarica, per via
vertical d’una generacié a una altre. En aquest ultim cas ’¢éxit no és del 100% i va davallant

en les successives generacions, pero és essencial per al manteniment de la infeccié (38),

(Figura 10).

Figura 10. Estadis de les paparres

Altres métodes de transmissié de rickéttsies entre paparres han estat descrits, com és el cas
de transmissié sexual de Rickettsia rickettsii (R. rickettsii) des de paparres mascles
infectades a femelles no infectades, i també 1’adquisicio de la rickettsia en el procés de co-
feeding que passa quan diverses paparres s’alimenten properes entre si en el mateix hoste.
En aquesta circumstancia es pot produir el traspas del bacteri d’una paparra infectada a una
no infectada al picar i alimentar-se en llocs molt propers. Aquest fet ha estat demostrat amb

R. rickettsiii, R. slovaca i R. massiliae (39, 40).
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Tal com va demostrar Burgdorfer, les rickettsies es poden localitzar en molts teixits de la
paparra: budell mig, ovari, tdbuls de Malpighi. S’han detectat també en les cél-lules de
I’epiteli intestinal, de les glandules salivals i hemocits. Es poden eliminar per la femta, fluids

coxals i la saliva. Aquesta Ultima és la més important per la transmissié (38).

En la paparra en general la infeccid per rickettsies no és perjudicial. Si la parasitacio és molt
alta pot causar una disminucido de I’oviposicio. El nivell de rickettsémia de 1’hoste i la
quantitat de sang ingerida és la que marcara el nivell d’infeccio que pot tenir la paparra, ja

que estara relacionat amb el nombre de microorganismes ingerits (38).
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1.3.3 Transmissio de rickéttsies des de la paparra als humans

Els humans no formen part del cicle biologic normal de les rickettsies com si ho son els
hostes vertebrats i les paparres. S’ha demostrat que una serie de caracteristiques des del punt
de vista ecologic 1 epidemiologic han d’intervenir perque aixo sigui possible, com el major
nombre de paparres a ’estiu, aixi com 1’augment d’activitats a I’aire lliure de les persones en
el mateix periode, i també determinades condicions atmosfériques que afavoreixen

I’augment de vectors en una determinada zona.

Perque una paparra tingui més possibilitat de transmetre una rickéttsia cal que aquesta es
trobi a la saliva de la paparra o s’excreti en la femta, que tingui una certa afinitat per picar a
les persones, que hi hagi un augment del nombre de vectors i que aquests estiguin infectats

en un alt grau (36).

Hi ha moltes espécies de paparres transmissores de rickéttsies, totes pertanyents a la familia
Ixodidae. Entre les més importants hi ha el grup del Rhipicephalus sanguineus (Rh.
sanguineus), que inclou tres espécies molt relacionades: Rh. sanguineus, Rh. turanicus i Rh.
pusillus transmissors de R. conorii ssp. conorii, R. massiliae i R. conorii ssp. caspia
respectivament. | també Dermacentor marginatus, transmissor de R. slovaca; Dermacentor
variabilis, transmissor de R. rickettsii; Amblyoma hebraesum, Amblyoma maculatum i Ixodes
ricinus, transmissors de R. africae, R. parkeri i R. helvetica respectivament (41), (Figures 11,

12)

Dermacentor Rhipicephaius
r

Figura 11. Algunes espécies de paparres Figura 12. Paparres adultes, a la dreta
transmissores ~ de  microorganismes després de la ingesta de sang.
patogens.
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Les dues especies de paparres més relacionades com a vectors de les rickéttsies que tracta

aquesta tesi pertanyen les dues al grup Rh. sanguineus i son:

Rh. sanguineus, la paparra marrd del gos. Aquest és el seu hoste principal, que conviu
estretament amb 1’espécie humana. S’associa a arees de vegetacié mediterrania pero té una
especial afinitat per les construccions humanes, on pot arribar a constituir una autentica
plaga. L’época de maxima activitat va de febrer a octubre; les formes adultes son actives
durant la primavera, mentre que les formes immadures ho son a I’estiu 1 principis de tardor.
Presenta un cicle trifasic o sigui que per mudar d’un estadi a I’altre fins arribar a adult

necessita tres hostes diferents, tot i que aquests poden ser de la mateixa especie (42).

Aquesta especie és la que es troba més estretament relacionada en I’epidemiologia de la
FBM. La paparra pot transmetre el bacteri en els seus tres estadis, larva, nimfa i adult, pero
realment son els estadis immadurs els responsables de la majoria dels casos de la FBM en la
zona de la Mediterrania. Diferents estudis observen que el 90% dels Rh. sanguineus recollits
en les persones son formes immadures, i que el pic estacional de la malaltia coincideix amb
el moment de maxima activitat dels estadis immadurs i no amb el de les formes adultes, ja

que aquestes rarament parasiten 1’espécie humana (43).

Rhipicephalus turanicus (Rh. turanicus), associada també a la zona mediterrania. Els adults
es poden trobar des de principis de marg fins el mes de juny. Els estadis més immadurs, en

canvi, son actius durant I’estiu.

Rh. turanicus esta considerada el principal vector i reservori de R. massiliae Bar 29 (40).
Aquesta paparra forma part del complex Rh. sanguineus. Es tracta d’una espécie ampliament
distribuida en arees de climatologia mediterrania, la qual presenta un espectre d’hostes molt
ampli. En fase adulta és freqlient trobar-la parasitant remugants domestics com la cabra,
I’ovella, els bovids; en el cas de les formes immadures, micromamifers. En ambits silvestres
pot parasitar el porc senglar o la guineu.
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1.4 ELSHOSTES O RESERVORIS

Son aquells organismes en els quals viuen i es multipliquen els microorganismes. Actuen
com a font d’infecci0 i generalment no es troben afectats per ells. En el cas de les rickettsies
hi ha un ampli ventall d’hostes, des de la mateixa paparra, que actua a la vegada de vector,
fins a reptils, aus i diferents mamifers (rosegadors, conills, remugants, gossos, etc...). Per ser
un bon reservori la rickettsiemia ha de ser llarga i I’animal ha de ser un bon hoste pel vector.
Les persones son hostes ocasionals i no actuen com a reservoris ja que no compleixen cap de
les dues condicions anteriors. En els humans la transmissio per la paparra es deu a una

exposicio accidental, ja sigui ambiental o ocupacional (44, 45).

No disposem de molts estudis que analitzin el paper que juga 1’hoste en 1’epidemiologia de
les rickettsiosis. Per una banda, tot i que les paparres tenen una predileccié per determinats
animals (que son el seu hoste principal), davant certs condicionants poden reduir aquesta

especificitat i ampliar el nombre d’hostes que poden intervenir en ¢l seu cicle.

L’hoste pot actuar com a reservori de la rickettsia, o bé simplement com a suport trofic de la
paparra vectora. En qualsevol cas, el seu rol en I’epidemiologia sera destacable si és capac
d’amplificar el patogen, ja sigui infectant noves paparres a partir de la rickettsiemia o bé a
partir del co-feeding, que constitueix un mecanisme de transmissié observat en Rh. turanicus
entre d’altres. Aquesta via de transmissio ja esmentada es produeix entre aquelles paparres
que es mantenen agregades durant el seu procés d’alimentacié sobre 1’hoste sense que sigui

necessaria la infeccio d’aquest (40).

Dins I’eco-epidemiologia de les malalties transmeses per paparres intervé un cicle salvatge,
que permet la circulacié i manteniment de 1’agent a la natura, i un cicle domestic, que
generalment acosta el patogen a I’ambient huma i que implica la circulacio de I’agent

etiologic principalment entre la paparra i els animals domestics, i que constitueix la font de
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contagi més important pels essers humans. Les paparres es troben en el punt d’interseccio

entre ambdos cicles (46-49).

En el cas de la FBM, el cicle domestic esta constituit per Rh. sanguineus i el seu hoste
principal és el gos (Figura 13). Estudis realitzats per Raoult i col. a Marsella, van demostrar
que la incidencia de la malaltia és superior en les arees més deprimides, on el contacte amb
gossos i la parasitacié d’aquests per Rh. sanguineus és més alta (43). EI gos es considera el
principal portador de paparres infectades a ’ambient huma. La seroprevalenca en gossos es
considera un bon marcador de la infeccid per R. conorii. En aquest sentit alguns estudis
realitzats al nostre pais van detectar seroprevalences elevades enfront de R. conorii que

variaven des del 26% a Catalunya (9) al 56% al nord-est d’Espanya (50).

Figura 13. El gos com un dels
principals hostes de les
paparres.

Ates que el gos té una resposta immunitaria humoral de curta durada, i que, pel que es
coneix, no és freqlient que presenti signes de malaltia, se suposa que actuaria tan sols com a
portador de paparres infectades (51, 52). Els estudis en gossos ens serveixen com a
sentinelles per establir la prevalenca del focus de rickettsiosis i constitueixen un bon

marcador de ’estat de la FBM en una area determinada (53-56).

Seguint en aquesta linia, en estudis realitzats pel nostre grup a Catalufia ’any 2009 que
analitzaven les diferéncies estacionals dels anticossos enfront de R. conorii en el gos, aquests
van ser seronegatius durant els mesos de gener i febrer, i es va produir una seroconversio a
partir del marg, resultats que es correlacionen amb els periodes de maxima activitat del

vector Rh. sanguineus (57).

30



Introduccié

Quant al cicle salvatge, els rosegadors, els conills i les llebres constitueixen el focus natural
de R. conorii. Els animals salvatges es troben involucrats en el manteniment i circulacio de
les rickeéttsies a la natura. El paper d’aquests hostes €s, com en el cas del gos, de fer de
disseminadors de paparres infectades. Per aquest motiu la seroconversio enfront de les
espécies de rickettsies en animals salvatges també seria un indicador excel-lent de I’activitat

rickettsial en el seu habitat (45, 58, 59).
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1.5 METODES DIAGNOSTICS

El diagnostic de la febre botonosa es basa principalment en la clinica del pacient. La malaltia
en pacients amb presentacions atipiques i fora de I'epoca estacional habitual de manifestacid
de la mateixa pot portar a un diagnostic incorrecte, i per tant poden apareixer complicacions
cliniques (60-62).

En les rickettsiosis del grup de les tacades, generalment, els simptomes comencen de 4 a 10
dies després de la picada i inclouen febre, mal de cap, dolor muscular, rash i en molts casos
una escara d’inoculacié caracteristica en el lloc de la picada. Val a dir perd que aquestes
manifestacions varien depenent de [’espécie de rickettsia involucrada, i que les

manifestacions tipiques poden trobar-se absents o0 no ser observades amb 1’examen clinic.

Per altra banda, el diagnostic de les rickettsiosis pot significar un repte perque molts dels
simptomes trobats en les fases inicials de la malaltia s6n inespecifics i molts clinics poden no

pensar en rickettsiosis al no estar-hi familiaritzats (63, 64).

A la vegada, cal esmentar que les infeccions poden cursar amb complicacions i causar
alteracions greus i, a vegades, fatals, i produir-se una lenta recuperacié associada a un retard
en el diagnostic al no instaurar un tractament correcte. Es per tant molt important un

diagnostic rapid associat a una terapia adequada (65-68).

Des de la vessant de diagnostic de laboratori, molts métodes diagnostics s'han assajat i
avaluat per a les rickettsiosis, des de la detecci6 directa en teixits, aillament de les rickéttsies
de teixits i serologia. No obstant, fins ara cap tecnica ha estat capa¢ de donar un diagnostic
precog¢ que pugui incidir en el tractament de la malaltia. La serologia és el métode més
freqlientment utilitzat. El serodiagnostic amb dos sérums d’entre 15-21 dies de diferencia, i
en que es produeixi seroconversio, sembla per ara el més recomanat. Pero per altra banda,
les tecniques serologiques presenten importants inconvenients. La produccio d’anticossos

IgG és tardana, i s’ha d’esperar la seroconversio. La determinacio de les IgM pot escurcar el
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diagnostic, perd ens trobem que ens alguns casos pot donar falsos negatius. També, la
similitud de determinats antigens rickettsials entre espécies del grup de les febres tacades fa
que es produeixin reaccions creuades entre elles, dificultant el diagnaostic a nivell d’especie.
Philip i col. (69, 70) van observar que inoculant conills porquins amb R. rickettsii (rickéttsia
del grup de les tacades patogena) aquests desenvolupaven una reaccié immunitaria humoral

enfront d’altres rickettsies del grup.

Respecte al cultiu, la principal dificultat es el caracter intracel-lular de la rickettsia, que
impedeix 1’aplicacio de les tecniques de cultiu convencional. Requereixen pel seu aillament
una metodologia basada en I’aillament en cél-lules vives, ja sigui en animals de laboratori,
inoculacio en embrions de pollastre o bé el cultiu cel-lular. La infeccio i el manteniment de
linies cel-lulars necessaries per al diagnostic especific requereixen de determinades
infraestructures i de técniques de laboratori laborioses i costoses, per la qual cosa queden

limitades a laboratoris d’investigacié molt especialitzats (71, 72).

Des de fa anys, el Centre de Referencia de Rickettsies de Marsella ha utilitzat, amb bons
resultats per a les rickéttsies, el cultiu rapid shell vial aplicat al diagnostic d’altres
microorganismes intracel-lulars com els virus (73-75). Es tracta d’una técnica més adaptable
als laboratoris convencionals i que permet, tedricament, un diagnostic rapid en 48-72 hores.
Aquesta técnica, ja utilitzada pel nostre grup, ens ha permés I’aillament de R. massiliae Bar
29 a partir d’hemolimfa de paparres (13) i de R. conorii a partir de mostres de sang de

pacients clinicament diagnosticats de FBM (76).

En els darrers anys s’han assajat algunes tecniques moleculars per a I’estudi de les
rickéttsies, s’han aplicat PCR-RFLP, nested PCR i seqiienciacio a la identificacio de soques
rickettsials de diferents mostres. Les recents metodologies de PCR a temps real, acoblades a
la deteccid de genere i especie mitjancant sondes d’hibridaci6, han millorat la sensibilitat i

podrien ser Utils per al diagnostic (77, 78).
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En una de les ultimes revisions realitzades sobre el diagnostic de laboratori de les
rickettsiosis, es descriuen els métodes disponibles tant inespecifics com especifics fins aquell
moment, incloent.hi la serologia, el cultiu, la histoquimica, la immunohistoquimica i les

tecniques moleculars (21).

Els metodes de qué disposem i que s’han assajat pel diagnostic de les rickettsiosis es basen

en:
a) Deteccid de les rickéttsies per examen directe dels teixits.

b) Aillament de rickettsies per cultiu de mostres biologiques. Cultiu biologic,

cultiu cel-lular i shell vial.
c) Tests serologics.
d) Deteccid i identificacid per tecniques moleculars.

Les rickettsies sGn gérmens molt contagiosos, responsables d’infeccions en treballadors de
laboratori i per tant la manipulacié de les mostres per al seu estudi requereix de medis

adequats i personal experimentat.
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1.5.1 Detecci6 de les rickettsies per examen directe dels teixits

Es pot realitzar en teixits post mortem formalitzats i parafinats (melsa, noduls limfatics,
pulmd). Es tenyeixen mitjancant anticossos monoclonals especifics marcats o bé amb
fluoresceina o amb un enzim. Aquesta tecnica la va aplicar amb bons resultats Walker i
Cain, que va detectar rickettsies en ronyo de 7 de 10 pacients que havien mort per sospita de

febre de les Muntanyes Rocalloses (79).

També es pot aplicar en biopsies de lesions de la pell, on es poden observar en el 50% dels
pacients mitjancant tincions de Gimenez, Giemsa o fluorescencia directa. La tincié de
Gimenez, molt utilitzada per les rickéttsies, consisteix a tenyir la mostra amb fucsina i
utilitzar com a colorant de contrast verd malaquita, mitjancant aquesta tincid, s’observen les
rickéttsies vermelles sobre un fons verd6s. No obstant, es troben falsos negatius en pacients
que han rebut antibiotics i la sensibilitat varia en funcié del nombre de mostres estudiades i

de la correcta recollida de la mostra (80).

També és possible la visualitzacié directa en hemolimfa de paparra, que s'extreu a I'amputar
la part distal d’una extremitat. Consisteix a dipositar una gota d’hemolimfa en un porta i

tenyir per Giménez o per immunofluorescéncia directa (IFD) (81).

Les rickettsies s’observen en cas de tinci6 de Gimenez com coc bacils -molt sovint
pleomorfics- que es tenyeixen de color rosa o vermell. Quant a la IFD, es tracta de detectar

I’antigen de rickéttsia a partir d’un anticos especific marcat amb fluoresceina (80).
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1.5.2 Aillament de rickeéttsies per cultiu

Les mostres humanes més utilitzades per a I’aillament de rickettsia son la sang heparinitzada
i les biopsies cutanies. La seva manipulacio i conservacié ha de ser amb molta cura per tal
d’evitar les contaminacions externes que poden afectar el cultiu. També és important que les
mostres es recullin abans d’iniciar el tractament antibidtic 1 el més aviat possible durant el
curs de la malaltia.

Cultiu biologic

Es pot realitzar el cultiu bioldgic en animals. Els millors son el conillet d’indies i el ratoli
blanc. Després de la inoculacio als animals, aquests s'han de seguir cada dia durant 14 dies
per si s'observa en ells simptomatologia de malaltia. A vegades calen molts subpassos en
altres animals i després acabar amb proves de neutralitzacié amb anticossos que sén molt
laborioses i tedioses. També es poden observar directament dels teixits d'animals infectats
per tincions de Giménez o per anticossos fluorescents. A la vegada s'han de realitzar proves
serologiques amb els sérums dels animals infectats a diferents antigens. Per tal d’obtenir
serums immunes per a la identificacid, s'han d'inocular dosis no letals de les diferents
espécies de rickéttsies a conillet d’Indies i extreure el sérum immune especific. Després cal
fer titulacions per la técnica d’immunofluorescéncia indirecta o fixacid de complement.
Encara que hi hagi reaccions creuades, el titol de les espécies homologues sera sovint més alt
(82).

El cultiu amb ous embrionats és una técnica laboriosa i tediosa. Suspensions esterils de
material triturat, melsa, cervell i sang d'animals infectats s'han d'inocular en el sac vitel-li
d'ous embrionats de 5 a 7 dies. S’han d'anar fent passos cada 10 dies i a vegades son

necessaris molt passos abans que s'adaptin i s’observi un creixement abundant i suficient. Es
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necessari un inocul elevat de 10° rickéttsies/gr de teixit per visualitzar-les en la tincié de

frotis de sac vitel-li i d’un indcul d’un minim de 1078 rickéttsies per preparar antigens.

En tots els passos de cultius sha de realitzar sempre un control de contaminacio

bacteriologic en placa.

Actualment aquests cultius es troben en desuUs i tan sols es fan servir per treure contaminants

dels cultius com els micoplasmes (74, 75).
Cultiu cel-lular

El cultiu cel-lular convencional no és un metode d'aplicacié rutinaria i la seva sensibilitat és
baixa. Les linies cel-lulars utilitzades més freqiientment son: fibroblasts humans de pulmo -
MRC5-, cél-lules VERO, WI-38, Hela, L-929, en que les rickettsies es multipliquen en el
citoplasma de les cél-lules, perd sdn necessaries diverses setmanes per a la deteccio del
creixement. La millor mostra per intentar el cultiu de mostres humanes és la sang;
I’inconvenient és que la rickettsiemia és curta, només es troba la rickettsia en el periode
febril durant la primera setmana de la malaltia i abans del tractament antibiotic. Per altra
banda la concentracié de rickettsies és baixa, de 10-100 microorganismes/mL de sang, la

qual cosa també dificulta el rendiment del cultiu.

La millor mostra és la sang total heparinitzada, pero també es pot utilitzar el quall o la part
inferior del plasma. Es important que si la mostra no es pot processar de seguida es congeli a
-70°C perqué no perdi viabilitat.

També es pot utilitzar per al cultiu el material procedent d’autopsies -visceres-, I’hemolimfa
I triturats de paparres. Aquestes Ultimes, primerament s’han de descontaminar amb una
solucid 1 per mil de mertiolat durant 1 hora a temperatura ambient i posteriorment rentar-les

amb aigua destil-lada i sérum fisiologic.
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Per tal d’observar si el cultiu cel-lular és positiu, s'han de fer tincions immunofluorescents
amb anticossos especifics o inocular un extracte del cultiu a conillet d’indies i realitzar

proves serologiques amb antigens especifics (75).

El rendiment de la tecnica del cultiu esta influenciat pels tractaments previs amb antibiotics,
ja que disminueixen la sensibilitat de la prova. Encara que hi ha pocs estudis sobre la
viabilitat de les rickettsies a temperatura ambient o per 1’acci6é congelacio-descongelacio de
la mostra, aquest fet fa que sigui més dificultos I’aillament d’aquests bacteris i encara més si
s’hi afegeix la demora en el cultiu. S’ha de tenir en compte també la pérdua de viabilitat per
temperatures elevades (>37°C), contaminacio bacteriana i refrigeracio a llarg termini, factors

que poden comprometre I’aillament dels bacteris (26).
Cultiu shell vial

Des de fa uns anys s’han estat assajant técniques de cultiu rapid com el shell vial. Aquesta
técnica de cultiu no comporta gaires dificultats, la qual cosa fa que es pugui realitzar en

molts laboratoris sense que requereixin estar preparats per al cultiu cel-lular.

Mitjancant la tecnica del shell vial es poden detectar en cultiu les rickéttsies entre 48 i 72
hores post-inoculacio de la mostra. Actualment es disposa de linies comercialitzades que
permeten fer un diagnostic més rapid. Posteriorment les soques aillades poden ser
identificades, i d’aquesta maneras’obté una informacié més clara de I'epidemiologia de les
rickettsiosis a la nostra zona. A la vegada amb les soques aillades es poden realitzar estudis
genetics, fisiologics, 1 tests de sensibilitat dels bacteris. De totes maneres ’aillament de
rickeéttsies presenta grans dificultats i pocs centres de referéncia son capacos de realitzar-ho
(83).

La millor mostra humana pel cultiu shell vial, és la sang heparinitzada que estigui recollida
en la fase febril de la malaltia i que si no es pot processar es mantindra congelada entre —70 i

—-80°C.
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S'utilitzen uns vials que en el fons contenen uns cobreobjectes en els quals s’ha fixat una
capa de linia cel-lular, uns 0,3-0,5 mL de sang heparinitzada s'inoculen en el vial, es
centrifuga el vial per tal d’afavorir el contacte del bacteri amb la capa cel-lular i S'incuba a
37°C durant 2-6 dies. Despreés es revela el shell vial amb una tecnica d'immunofluorescéncia
indirecta (IFI) que consisteix a rentar el vial amb un fosfat buffer sali (PBS), es procedeix a
la fixacio de la mostra amb acetona, s’hi afegeix immunoglobulina especifica anti-R. conorii
I es torna a incubar aquest cop 30" a 37°C, es renta amb el PBS i shi afegeix
immunoglobulina anti-humana policlonal conjugada amb fluoresceina, s’incuba 30'a 37°C, i

finalment es fan rentats amb el PBS i aigua destil-lada.

Es treuen els cobreobjectes i es munten amb glicerina cara avall i es passen a observar al

microscopi de fluorescencia.

Si una mostra és positiva pot esser inoculada en un flascé amb medi de cultiu cel-lular per tal
de poder disposar de la quantitat d'antigen suficient per poder ser identificada per metodes

moleculars (84).

Aquest métode és rapid per poder diagnosticar la malaltia abans que hi hagi viratge
serologic, tal com es comenta en diversos estudis realitzats, pero té el desavantatge que la

seva sensibilitat no és gaire alta (73, 76).

La positivitat dels cultius també es pot observar rascant una mica la capa cel-lular i
dipositant-la en un porta per tal de realitzar una tincié de Gimenez o bé una PCR del

sobrenedant o de la capa cel-lular. (Figura 14).

Figura 14. Tinci6 de Gimenez d’un
cultiu shell vial positiu a rickettsies.
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Aquesta técnica de cultiu s’ha estat aplicant amb éxit en mostres de pacients i en mostres
procedents de triturats o d’hemolimfa de paparres, cosa que ha permes I’aillament i posterior

identificacio de rickéttsies en aquestes mostres (85-88).

Malgrat que el cultiu és menys sensible que la serologia i la PCR quantitativa (QPCR) per al
diagnostic de les rickettsiosis, recentment s’ha vist que el cultiu de mostres de biopsies de
pell (tant del rash i/o 1’escara) poden ser positives fins i tot amb resultats negatius per
tecniques moleculars i que, per tant, uns resultats negatius per técniques moleculars no
exclouen el diagnostic de rickettsiosi. S’ha observat també una correlacid positiva entre el
nombre de copies de bacteris i I’aillament en biopsies de pell i paparres. Per incrementar la
sensibilitat del cultiu de les biopsies de pell, aquestes s’han de recollir abans del tractament

en I’inici de la malaltia i inocular el més aviat possible (89, 90).
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1.5.3 Proves serologiques. Diagnostic indirecte

Els tests serologics son relativament facils de realitzar i ampliament emprats i avaluats com a
metodes per al diagnostic de les rickettsiosis. La microimmunofluorescencia (MIF) és
considerada com el metode de referencia. Els desavantatges que presenten els tests
serologics es que no son de diagnostic rapid, cal esperar la seroconversio entre dos serums
separats entre 15 i 21 dies des de I’inici dels simptomes fins la fase convalescent (25-28 dies
per la R. africae); si només es disposa d’un sol sérum, un resultat positiu s’ha de interpretar i
valorar juntament amb les dades cliniques i epidemiologiques pel fet que els anticossos

després d’una infeccié poden persistir durant temps.

S’ha de remarcar que presenten reaccions creuades entre les diferents espécies de rickéttsies
I els laboratoris assistencials es troben limitats pels tests comercialitzats que ofereixen un

ventall poc ampli d’antigens especifics (91).

Cal tenir en compte que una antibioterapia efica¢ i instaurada precogment pot retardar

I’aparici6 dels anticossos o bé donar titols molt baixos.

En aquest context, és important conéixer que malgrat que la MIF és adequada pel diagnostic
de les rickettsiosis de les febres tacades, és insuficient per a la definitiva identificacié de
I’agent etiologic. Sofisticats estudis serologics com tecniques de cross-adsorcié (CA) i
Western blotting (WB) poden ajudar a diferenciar les infeccions per rickéttsies amb I’
avaluacio d’anticossos. L’inconvenient d’aquests métodes és que, per la seva laboriositat,

només es poden realitzar en centres de referéncia (92).
Hi ha hagut moltes técniques serologiques utilitzades al llarg del temps.
Weil Felix o test d*aglutinacio

Va ser la primera tecnica serologica de queé es va disposar. Es fonamenta en el fet que durant
la infeccio per rickéttsies es produeixen anticossos capagos d'aglutinar certes espécies de
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Proteus sp. ja que presenten antigens comuns i reaccionen creuadament amb antigen del
génere Rickettsia amb I’excepcié de R. akari. La tecnica consisteix a preparar dilucions
dobles de sérum i barrejar-les amb igual proporcié de solucié antigénica dels diferents

antigens de Proteus sp. el OX19, OX2i OXK.

Les cél-lules de Proteus vulgaris OX2 reaccionen creuadament amb serum de persones
afectades de febres tacades excepte R. rickettsiae i les cél-lules de Proteus vulgaris OX19
amb persones infectades pel grup del tifus i Muntanyes Rocalloses. Proteus mirabilis OXK
aglutina amb sérums de pacients amb tifus dels matolls. Es detecten als 5-10 dies dels

primers simptomes. Amb R. akari no funciona, és insensible.

La reaccio es pot realitzar en tub o en porta i es posa a incubar a 37°C durant 2 hores.
Després de tota la nit en nevera es realitza la lectura. Com s’ha comentat, depenent de

I’especie de rickéttsies aglutinara un antigen o un altre.

Es una prova poc especifica, presenta moltes reaccions creuades, cal un control positiu d'un
pacient conegut i un altre negatiu. A la vegada s’han de testar dos serums en fase aguda i
convalescent i s’ha d’observar un increment de 4 vegades el titol del primer. Els anticossos
apareixen entre 5 i 12 dies, s’incrementen en la convalescéncia i van baixant en els mesos
seglents (93).

Falsos positius es poden trobar en infeccions urinaries per Proteus, infeccions per

Leptospires, Borrelia i en algunes malalties hepatiques greus.
Per la seva manca d'especificitat i sensibilitat es troba en desus.
Fixacié del complement

S’utilitzen antigens de grup extrets dels sacs vitel-lins infectats, encara que es pot augmentar
la seva especificitat obtenint antigens més purs. Calen també dos sérums i observar la

seroconversio.
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Els anticossos apareixen al final de la segona setmana, augmenten en les dues setmanes
posteriors i baixen en 8-11 mesos. Baixos nivells d'anticossos poden persistir durant anys en
alguns individus. En pacients que prenguin antibiotic molt precogment poden presentar titols

molt baixos. El serum s'ha de tractar per distingir entre 1gG i IgM (71).
Actualment és poc utilitzada per la seva falta de sensibilitat.
Microimmunofluorescencia indirecta (MIF o IFI)

Es la més usada per la seva facilitat, per ser econdmica, i per trobar-se comercialitzada. Va
ser desenvolupada el 1978 i encara és actualment la utilitzada com a referéncia pel
diagnostic de la FBM. Es la técnica recomanada per I’'OMS (WHO 1982). Al principi sols
detectava antigens de grup, perdo amb la microimmunofluorescéncia (MIF) s'utilitzen
antigens més especifics perdo que malauradament, malgrat tot, presenten encara reaccions

creuades (74).

Es una técnica sensible i reproduible que permet determinar classes d'immunoglobulines
sense tractar el serum. En un estudi comparatiu de tres tecniques serologiques com la MIF,
I’hemoaglutinacio indirecta i I’aglutinacio de latex, Raoult i col. conclouen que la MIF és la

que dona uns resultats millors respecte a la sensibilitat i especificitat (94).

Es pot utilitzar per estudis epidemiologics, enfrontant el serum a diferents antigens i malgrat
que existeixen reaccions creuades entre les rickeéttsies del grup de les febres tacades,

I’especie homologa sol donar titols més alts.

El procediment, consisteix a fixar 1’antigen al portaobjectes, posar-hi el sérum a diferents
dilucions, incubar 30" a 37°C, després fer dos rentats amb PBS, i incubar-ho amb anti-
immunoglobulina conjugada amb fluoresceina 30" a 37°C, tornar a fer rentats amb PBS i
observar el portaobjectes al microscopi de fluorescéncia. Es consideren significatius titols de

IgM > 1/20 i de 1gG > 1/80. (Figura 15).
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S’afegeix el serum o Es renta amb PBS
i o 5°x2

S’incuba 37°C 30

G - =

S’observa al micro Es renta amb PBS h’_“"'l
de fluorescencia 5°x2

S’afegeix el conjugat
i s’incuba 37°C 30’

Figura 15. Técnica de microimmunofluorescéncia indirecta (MIF).

Presenta I’avantatge de detectar tant IgM que indica infeccio recent com IgG. El diagnostic
es pot fer precogment tan aviat com comencen a produir-se els anticossos més o menys als 7

dies de la infeccio.

La deteccio d’IgG és de totes formes més una tecnica confirmatoria que de diagnostic, ja que
la deteccié d'anticossos especifics no s'obté fins als 15-30 dies d'aparicié del quadre clinic.
La recerca d'immunoglobulines d'aparicié més rapida, com les IgM, presenta I'inconvenient
que en alguns casos pot donar falsos negatius i, a la vegada, quan es detecta, la seva

permanencia quant a temps en el serum és a vegades molt elevada (95).
Altres tecniques utilitzades més a nivell de recerca son:
Aglutinaci6 en latex

Es sensibilitzen amb I’antigen particules de latex, s’incuba el sérum i es procedeix a fer-ne la

lectura sobre un fons negre. Detecta principalment IgM, presenta manca de sensibilitat en
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pacients en fase convalescent, i no conté tots els antigens, la qual cosa fa que sigui poc

sensible.
Hemoaglutinacid indirecta

S’utilitzen hematies O humans o d'ovella sensibilitzats amb 1’antigen rickettsial. SOn
aglutinats pels anticossos del sérum dels pacients. Apareixen a la segona setmana,
augmenten durant la tercera i desapareixen entre 3 i 6 mesos. Es sensible, barat i menys

laborids que la fixacié del complement, pero presenta problemes d'estabilitat dels hematies.
Enzimoimmunoassaig (ELISA, EIA)

S'han utilitzat també aquestes técniques aixi com dipsticks d’Elisa rapids facils de realitzar,
també tests de neutralitzacid en qué es barreja una suspensid de bacteris i anticossos i
s'injecten a animals susceptibles, després s’ha de veure que no els produeix infeccid pero no

donen tan bons resultats com en el cas dels virus, no s’utilitzen per al diagnostic (71).
Western immunobloting

Pot esser Gtil com a procediment complementari per guiar cap al diagnostic de la malaltia en
situacions especials com ara, el diagnaostic preco¢ quan la MIF encara no evidencia resultats
positius, ja que detecta anticossos més precogment que la MIF, per confirmaci6 serologica

en pacients amb titols baixos per MIF, i confirmacio en estudis seroepidemiologics.

La técnica de Western immunobloting (WB) detecta dos tipus d’antigens, el lipopolisacarid
(LPS) de baix pes molecular i dues proteines d’alt pes molecular (rOmpA i rOmpB).
Aquestes proteines son especifiques d’especie i son la base del serotipat. La tecnica
consisteix a obtenir antigen purificat de cultius cel-lulars, es realitza una separacié
electroforética dels antigens amb gel de poliacrilamida, es transfereixen a una membrana de
nitrocel-lulosa, després s'incuba amb el sérum, més tard s’afegeix el conjugat amb

peroxidasa i es torna a incubar, i finalment s’afegeix el substrat. S'obtenen bandes no

45



Introduccio

especifiques de LPS de baix pes molecular i altres especifiques de rickettsies dalt pes
molecular. De totes maneres en alguns casos encara és dificil distingir les diferents espécies.
Actualment no esta comercialitzada i s’ha de realitzar en laboratoris de referencia, ja que la

preparacio de I’antigen és laboriosa i presenta certa dificultat.

Pero aixi i tot es poden produir reaccions creuades amb aquesta tecnica a nivell del LPS i de
classe IgM, i és necessaria en alguns casos I’aplicacio de meétodes de cross-adsorcid per
diferenciar I’espécie de rickeéttsia (96, 97).

Técniques d’adsorcié diferencial (cross-adsorcio)

S’utilitzen per determinar I’espécie, ja que, com s’ha esmentat, el grup de les febres tacades

presenta reaccions creuades entre elles.

El metode de cross-adsorcio consisteix a absorbir el serum per separat amb els antigens que
han donat reaccions positives i tornar a realitzar la tecnica de MIF o WB. En el serum tractat
amb I’antigen que causa reaccions creuades només desapareixen els titols d’anticossos
enfront d’aquest antigen; si s’absorbeix amb I’antigen causant del quadre clinic,

desapareixen tots els anticossos (98). (Figura 16).

La gran limitacio6 €s que es necessita gran quantitat d’antigen.

4

+ Desapareixen tots els Ac

Ac serum Ag causant infeccid

* o P'S

Desapareixen homolegs
Ac. sérum Ag reaccid inespecifica

Figura 16. Tecnica de cross-adsorci6 diferencial.
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Deteccio directa de R. conorii en cél-lules endotelials (CEC) circulants per IFI

Es separen les CEC mitjancant un anticos anti-cel-lules endotelials que va lligat a unes
boletes magnetiques, es separen les cél-lules endotelials de la sang i es tenyeixen amb un

sérum monoclonal anti-R. conorii i un conjugat fluorescent (73, 99).

Es un procediment limitat al nombre de cél-lules endotelials que circulin, ja que aquestes es

degraden facilment.
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1.5.4 Detecci6 i identificacio per tecniques moleculars

La utilitzacio de la PCR en la microbiologia en general i obviament en I’estudi de les
rickettsiosis ha aportat una gran ajuda diagnostica no tan sols en els pacients sind també en

el camp de la identificacio de les espécies de rickéttsies.
Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

Consisteix en ’amplificacio in vitro d’un fragment d’ADN especific. Per aquesta técnica és
necessari coneixer la seqiiencia que es vol amplificar (un gen, una part del gen, una regié no

codificadora).

Es pot realitzar tant en mostres humanes (sang, biopsies cutanies, ganglis, etc...) com en
artropodes vectors i hostes (100, 101). La mostra de sang s’ha de recollir amb EDTA, ja que
I’heparina inhibeix la PCR. La biopsia de la taca negra o de I’escara necrotica és la que ha

demostrat una major rendibilitat diagnostica.

Per al diagnostic molecular els requeriments quant a la mostra no son tan estrictes com en el

cas del cultiu, atés que els acids nucleics son estables encara que el bacteri no sigui viable.

De totes maneres, si no es pot processar la mostra en 24 h s’ha de congelar a -20°C 0 -80°C

fins el moment de la realitzacié de la prova.

La PCR es basa en I’amplificacié de diferents gens especifics del génere Rickettsia. EIs més
comunament analitzats son els que codifiquen dues proteines de la membrana externa,
rompA (present a totes les especies del grup de les febres tacades excepte Rickettsia helvetica
(R. helvetica), R. australis, R. bellii i R. canadensis), i rompB (present en totes les espécies
excepte R. helvetica, R. bellii). Altres gens utilitzats son el gen gltA, que codifica la citrat
sintetasa (comu a totes les rickéttsies), el gen que codifica la proteina 17-kDA (comu a totes
les rickettsies del grup de les febres tacades) i el gen D (valid per la majoria de les especies)
(102, 103).
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A més, altres gens s’han utilitzat per a 1’estudi filogenétic, com els que codifiquen les
proteines transportadores de la familia sca (surface cell antigen). Scal és I’tnic dels 17 gens
d’aquesta familia present en totes les especies de rickeéttsia, per la qual cosa se’l considera
una de les regions genomiques de les rickeéttsies que millor permeten la seva classificacio
filogenetica.

La biologia molecular ha anat avancant pel cami d’aconseguir técniques més sensibles i que
aportin una major rendibilitat que la PCR convencional. En aquest sentit s’han publicat
estudis que demostren la utilitat de diverses tecniques com la nested PCR o la PCR suicida,

pero per la seva laboriositat calen investigadors experimentats per la seva realitzacié (104).

Actualment la utilitzacié de PCR a temps real permet obtenir resultats en un temps molt curt,

unes 2 hores (46, 77).

Estudis realitzats per Sanchez i col. descriuen una nova metodologia de PCR a temps real
(105) denominada linear-after-the-exponential PCR (LATE-PCR) que permet la deteccio de
petites quantitats d’ADN utilitzant primers en concentracions asimeétriques millorant
d’aquesta forma la sensibilitat diagnostica sense haver d’utilitzar la nested PCR o la PCR
suicida (106).

Un nou avang en el diagnostic de les rickettsiosis s’ha aconseguit amb 1’ts de la PCR
quantitativa a temps real (qQPCR) (107). Estudis genomics han incrementat recentment el
coneixement sobre el genere Rickettsia, i arran d’aquests estudis, una gran quantitat de dades
genomiques s’han conegut i es troben al nostre abast (23, 108). Aquestes dades sobre la

seqiiéncia s’han usat per desenvolupar sondes i primers més especifics.

El 2012, el WHO Collaborative Center for Rickettsioses and Other Arthropod-Borne
Bacterial Diseases va publicar dos anys d’experiéncia amb el diagnostic rickettsial per a
gPCR. Tots els genomes de rickéttsia coneguts es van comparar per tal de trobar sequéencies

especifiques per dissenyar sondes i primers. L’especificitat es va verificar enfront d’un
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panell de 30 espécies diferents de rickettsies. La sensibilitat es va determinar realitzant

dilucions 1:10.

Es van preparar grups de primers i sondes que podien detectar R. conorii, R. slovaca, R.
africae, i R. australis. Es va fer un estudi amb 643 mostres cliniques, que es van testar per la
presencia d’ADN de rickettsia. Comparant-la amb el metodes tradicionals, la gPCR va
permetre detectar 45 mostres positives de biopsies i/o mostres recollides amb escovilld
enfront de 31 per meétodes tradicionals. L’aplicacié d’aquesta técnica va permetre una

millora en el tractament de pacients amb sospita de rickettsiosis (77).

De fet 1’as de mostres recollides amb escovillo del pacient en lloc de mostres de biopsia per

estudis de qPCR és una de les altres novetats en el diagnostic de les rickettsiosis (Figura 17).

Figura 17. Obtenci6 mostra escara
amb escovill6. Clin. Microbiol.
Rev. 2013; 26:657-702

L’obtenci6 de la biopsia de pell i en particular la biopsia de 1’escara és una técnica invasiva,
que pot ser dolorosa pel pacient i en algunes ocasions arribar a ser dificil de realitzar en
certes parts del cos, i que, a la vegada, requereix per a la seva obtencié personal
experimentat i condicions d’asépsia. Per tant no es pot agafar a casa ni en una consulta de
medicina general. El 2009, un estudi va descriure la utilitat del frotis amb escovilld de les
lesions de la pell en el diagnostic de 3 casos de Queensland tick typhus i 1 cas d’African tick

bite fever (ATBF) (109).

Per tal de determinar la utilitat de técniques de recollida de mostres no invasives com el
frotis amb escovill6 per a la deteccid de rickéttsies, en un estudi realitzat per Bechah i col. el

2011 es van processar mostres d’escares de la pell procedents de 6 conillets d’indies i 9
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mostres procedents d’humans. Les mostres d’escares dels conillets d’Indies van ser positives
per rickettsies mentre les lesions van ser presents, i I’eficacia i la fiabilitat dels frotis de les
lesions de la pell de les persones es va demostrar amb la deteccié molecular de 6 espécies de

rickéttsia. L’optima temperatura de conservacio de les mostres va ser 4°C durant 3 dies (90).

El frotis de 1’escara també va ser utilitzat amb bons resultats en 39 mostres de pacients a
Oran, Algéria. Els frotis van ser enviats a Marsella per a ser estudiats. En aquest estudi
prospectiu, R. conorii va ser identificada en el 64% dels pacients amb escares i rash
utilitzant aquest procediment. Es va avaluar les opinions dels professionals sanitaris i
pacients; com era d’esperar, tant els professionals de la salut com els pacients preferien les
mostres recollides amb escovill6 en lloc de la biopsia de la pell. El frotis de I’escara és més
facil de recollir i menys dolords (110). Al professional que recull la mostra només li cal el
classic escovillo i fer-lo rotar amb forga en la base de 1’escara després de remoure la crosta.
Si la lesio de I’escara és molt seca, mitjangant una compresa humidificada amb aigua esteril i
posada sobre la lesié 1 minut abans de fer el frotis és suficient per incrementar la quantitat de

material que es recull.

Val a dir que també la crosta de ’escara pot ser usada pel diagnostic de rickéttsia. EI 2012 la
utilitat del frotis de I’escara i de la crosta es va descriure pel diagnostic de la infeccio per R.
africae en viatgers (111). Finalment, el 2013 es va descriure la utilitat del frotis pel

diagnostic de la infecci6 per R. parkeri. (112).
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1.6 IDENTIFICACIO D’ESPECIES DE RICKETTSIES

Un cop tenim aillades les soques de rickéttsies en cultiu o bé detectades per tecniques de

biologia molecular (PCR), cal identificar-les per poder determinar 1’espécie.

Les tecniques d'identificacio emprades per a determinar I’espécie a partir de soques

son:

Serotipatge

Es realitza amb anticossos especifics obtinguts al sensibilitzar el conillet d’indies. Es una
tecnica laboriosa, consisteix a buscar similituds entre la soca nova i les soques controls en la

titulacio del serum amb diferents anticossos (113).
SDS-PAGE

S’analitzen les proteines de les soques per electroforesi en gel de poliacrilamida, després del
revelat amb el colorant Coomassie R-25 es veuen les diferents mobilitats electroforétiques

de les proteines (113).
PCR-RFLP

Polimorfisme en la longitud dels fragments de restriccié. Cal fer una amplificacio utilitzant
uns determinats primers pels gens de la citrat sintasa, i d’altres proteines com 190 KD, 120

Kd, i després es fa un tractament amb enzims de restriccid i es comparen els diferents perfils.

Regnery i col. van descriure la utilitat de les analisis de la RFLP dels fragments de PCR
amplificats del gen de la citrat sintasa i de la proteina rOmpA (4). Aquesta técnica va
mostrar ser Util i sensible i va ser aplicada juntament a altres gens com el rompB o el de la
proteina 17-kDa. Els productes amplificats eren posteriorment digerits per endonucleases de
restriccio Alul, Rsal i Pstl, sequint el protocol descrit per Eremeeva i col (114).

52



Introduccié

L’obtenci6 de nous perfils de RFLP per a cada espécie poden emmagatzemar-se en una base
de dades que ens serveix posteriorment per a identificar les noves especies de rickéttsia

(115-118).

Electroforesi en camp polsant

S’inclou el purificat de rickéttsia en blocs d'agarosa, que manté l'estabilitat de I’ADN,
després s‘apliquen diferents enzims de restriccid i es comparen els perfils amb soques

controls (119).

Sequenciacid

La seqiienciacié d’alguns gens preéviament amplificats permet identificar especies de
rickéttsies. Consisteix a comparar les sequiencies obtingudes del microorganisme que es vol
identificar amb seqliencies propies de cada espécie que existeixen en diferents bases de
dades accessibles a través d’Internet. Els gens més utilitzats per la sequenciacio son el gltA

de la citrat sintasa i els rompA i rompB (120- 122).
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1.7 IDENTIFICACIO DE PAPARRES

No és excepcional la troballa de paparres en el cos huma. Algunes espécies son ben

conegudes com a vectors de malalties humanes com és el cas de les rickettsiosis (Figura 18).

La identificacio de les espécies de paparres quan es troben en els pacients és d’ajuda per al
metge per tal d’orientar-lo cap a les malalties que poden transmetre. Aquesta informacio

caldria tenir-la el més rapid possible.

Les espécies de paparres poden ser identificades morfologicament mitjancant claus
taxonomiques (123). Val a dir que a vegades la identificacié morfologica pot arribar a ser
dificultosa, ja que requereix experts en entomologia. També un espécimen pot ser immadur

0 trobar-se deteriorat i per tant dificil d’identificar.

Metodes moleculars tals com la
seqlienciaci6 de I’ADN mitocondrial

podria ser Gtil per a la identificacio, pero

malauradament en aquests moments no
disposem d’un parell ideal de primers
que per a la técnica de PCR siguin

capagos d’amplificar els fragments d’un

gen rellevant per a la identificacio de

Figura 18. Tres vectors de rickettsiosis del grup

de les tacades. De dalt a baix, Rh. sanguineus, paparres.
vector principal de R. conorii ssp. conorii, agent

de FBM; D. marginatus, vector de R. slovaca i R.

raoultii; i Amblyomma variegatum vector de R.

africae, agent de ’ATBF. A I’esquerra mascles i

a la dreta femelles. Philippe Parola et al. Clin.

Microbiol. Rev. 2013; 26:657-702
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Perfils proteics obtinguts mitjancant la metodologia matrix-assisted laser desortion
ionization-time of fligt mass spectrometry (MALDI-TOF MS) s’estan utilitzant per a la
identificacio de microorganismes en la microbiologia clinica (124). EI MALDI-TOF MS
esta sent recentment aplicat a la identificacié d’artropodes. Aixi, un estudi pel MALDI-TOF
MS de 7 paparres dona a congixer que paparres senceres o parts dels seus cossos poden

generar uns espectres que son suficients per a la identificacio d’espécies (125).

Encara més recentment, s’ha descrit que les potes de les paparres poden ser Utils per a la
rapida identificacio d’aquests vectors mitjangant MALDI-TOF MS si es disposa d’una base
de dades de referéncia. La resta del cos de la paparra pot ser reservada per altres assajos com
la deteccié de bacteris patogens. Els beneficis pels clinics que pot suposar el tenir les
paparres identificades van des de més precisid en el seguiment dels pacients de cara als
simptomes de les malalties potencialment transmeses, a la capacitat de prendre decisions al
disposar de més informacid, com ara si seria necessari 0 no administrar un tractament

profilactic post-exposicio (126).
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1.8 RICKETTSIOSIS DEL GRUP DE LES FEBRES TACADES

Les rickettsiosis tenen una gran incidencia i distribucio mundial. Causades per diferents
espécies de rickéttsies amb diferents reservoris i vectors, son causa freqiient de malalties en
les persones i font d’importants problemes sanitaris, economics i socials (72). El
desenvolupament socioeconomic aixi com els avencos medics experimentats a nivell
mundial i concretament a Europa, van fer creure que les malalties causades per rickettsies
experimentarien una davallada espectacular i perdrien el protagonisme que tenien i es va

creure que es podria arribar fins i tot a la seva erradicacio total (34, 127, 128).

A partir de la década dels 80, degut a un millor coneixement de la malaltia per part dels
metges, a les noves tecniques diagnostiques i a la dedicacid de diferents grups
d’investigadors tant a Ameérica com a Europa i en concret a Catalunya amb el seu extens
litoral mediterrani, s’han diagnosticat i descrit arreu noves especies de rickettsies
desconegudes fins aleshores com agents etiologics de la malaltia, fet que ha suposat un

ressorgiment d’aquestes infeccions, considerades com a malalties emergents (20, 129-137).

L’estudi epidemiologic de les zoonosis transmeses per paparres implica, per una banda,
I’estudi de la malaltia en 1’espécie humana (138-143), i, per I’altra I’estudi del reservori i del
vector (9, 144-147). Una part clinica de casos procedents de medicina humana i una part
propiament animal en que es contempli el mostreig del vector i del/s possible/s reservori/s

permetra definir millor I’eco-epidemiologia del patogen (148-151).

Les infeccions per rickettsies segueixen una distribucid estacional i geografica que depen
dels cicles vitals de I’artropode vector, de la seva activitat i distribucio i de la preséncia de
I’hoste adequat perqué pugui entrar en contacte amb les persones (152-154). Per al

diagnostic és fonamental tot el context epidemiologic: area geografica, antecedents de
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viatges a zones endémiques, contacte amb animals, excursions al camp o acampades a 1’aire

lliure, activitats de cacera i també I’entorn professional (155-157).

La infeccio per R. conorii és endemica a tota la conca mediterrania, Portugal, Espanya, el
sud de Franca, Italia, Grécia, Romania, Israel, el Marroc, Argelia, Tunisia, Libia i Egipte
(158-166). Pero també s’han comunicat casos aillats en zones que no corresponen a la seva
distribuci¢ tipica, com és el cas de Suissa, on es va declarar un brot de FBM després
d’haver-s’hi introduit un gos procedent d’Espanya (167).

La maxima incidéncia de la malaltia en les persones es presenta durant els mesos d’estiu i
comencament de la tardor, coincidint amb el moment de maxima activitat de la paparra

vectora (168).

En el gos, Espejo i col. (51) observen diferencies significatives en la positivitat dels serums
recollits en els mesos d’hivern (1% 1/97) i d’estiu (36,8% 38/97), conseqliéncia de la
resposta immunitaria del gos a la infestacio per paparres infectades que persisteix durant
periodes de temps curts, on el 75% dels gossos esdevenen seronegatius entre 4 i 10 mesos.

La persistencia de titols elevats es pot deure a reinfeccions.

El periode d'incubacio de la malaltia és de 3 a 14 dies i la clinica habitual és de mal de cap,
febre, esgarrifances, mialgies i artralgies, lesions focals i disseminades com 1’exantema per
hiperplasia de les cel-lules endotelials, inflamacio, trombosi i obstruccié dels vasos sanguinis
petits i extravasacio capil-lar (7, 169). En el cas de la FBM, pot existir una lesié primaria o

escara (taca negra) en el lloc d'inoculacio (Figura 19, 20, 21).

Figura 19. Exantema Figura 20. Escara Unica a Figura 21. Escara al pavello
la cama auricular
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Es pensa que hi pot haver un component toxic causat per una toxina, pero es desconeix el

seu paper en la malaltia humana (170, 171).
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1.8.1 Situacio epidemiologica

ESPANYA. En el periode de 2005 a 2009 es van notificar al sistema EDO (malalties de
declaracio obligatoria) 625 casos de rickettsiosi a Espanya, el 63% dels quals van ser en
homes, amb una proporci6 1,7:1. Els adults van ser els més afectats amb una mitjana d’edat
de 45+ 23 anys, i mes del 25% tenien més de 60 anys i un 10% dels nens eren de menys de
10 anys. Els casos es van presentar amb una marcada estacionalitat amb pics durant els
mesos d’agost i setembre. La malaltia es va distribuir al voltat de la conca mediterrania i

centre peninsular (dades de I’lEDO nacional).

CATALUNYA. Es una malaltia de declaracié obligatoria perd per altra banda es troba
infradeclarada, la qual cosa que fa que sigui pot significatiu el valor dels casos declarats
(Figura 22).

En aquest estudi revisarem les dues espéecies de rickéttsia, R. conorii i R. massiliae Bar 29,

que es troben relacionades en la nostra area amb la FBM.

Nombre de casos
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Figura 22. Evoluci6 anual de les Rickettsia conorii declarades al SNMC en el periode 1996-2015.
Dades obtingudes de I’informe de I’Agencia de Salut pablica de la Generalitat de Catalunya 2015.
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1.8.2 Febre Botonosa Mediterrania

R. conorii

El primer cas descrit de Febre Botonosa Mediterrania (FBM) va ser a Tunisia el 1910 (15) i
vint anys més tard Brumpt va descriure el paper de la paparra del gos Rh. sanguineus en la
transmissio de 1’agent causal de la FBM, R. conorii (16). La tipica escara d’inoculaci6 en el

lloc de la picada de la paparra va ser descrita el 1925 a Marsella per Boinet i Pieri.

A Espanya es publiquen les primeres descripcions de la malaltia per Tapia el 1930, que van
ser revisades per Pedro-Pons el 1945. En I’area mediterrania la FBM és una de les
rickettsiosis exantematiques mes frequents, i és considerada una malaltia endémica al nord
d’Africa i sud d’Europa. A finals dels anys 70 i principis dels 80 es va observar un increment
d’aquesta malaltia a la conca mediterrania, cosa que va motivar un gran interes pel seu
estudi. Aquest increment es va relacionar a la vegada amb canvis climatics de la zona (8,

123, 140).

Es coneixen 4 subespecies de R. conorii que es diferencien per la clinica i la zona
geografica. Els estudis moleculars van confirmar les diferéncies entre elles (172). En I’area
mediterrania, la subespécie R. conorii ssp. conorii amb 3 soques diferents és la més comuna.
També hi ha la R. conorii ssp. Israelensis, que causa I’Israeli spotted fever, descrita a Israel
el 1945. Clinicament es diferencia de la FBM perqué la malaltia és més lleu, de curta durada
I en manca la tipica escara d’inoculacio en més del 90% dels casos (173). La R. conorii ssp.
Caspia causa la febre d’Astrakhan trobada en la regié de Russia, prop del mar Caspi. Molts
pacients afectats per aquesta malaltia eren adults (94%), homes (61%) i el 85% dels casos es
trobaven durant 1’estiu, sobretot durant 1’agost. La malaltia, molt semblant a la FBM, incloia
febre associada a un rash maculopapular (94%), pero I’escara només apareixia en el 23%

dels casos. Es tipica la conjuntivitis en el 32% dels casos i no es descriuen casos greus (174-
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176). La quarta subespécie descrita va ser la R. conorii ssp. indica (Indian Tick Typhus,
ITT), prevalent a I’india. Estudis seroldgics de MIF i cross-adsorcié van demostrar una
resposta mes elevada d’anticossos enfront d’aquesta soca dels pacients afectats d’ITT, que
enfront de R. conorii (69). Mitjancant els metodes moleculars es va veure que presentaven
diferencies antigéniques. En aquesta malaltia, el rash es purpuric i I’escara rarament es troba

(177, 178).

Quant a la FBM causada per R. conorii ssp. conorii, recentment s’han reportat casos amb
una incidencia anual al voltant de I’1,7 i 9,8 per 100.000 habitants a Portugal i Italia
respectivament (48, 65, 142). També en altres paisos com Turquia, Bulgaria, Ucraina,
Esloveénia, Croacia, Albania, Malta i Georgia s’han diagnosticat casos de FBM (179, 180) i
també casos esporadics que podrien tractar-se més aviat de casos importats al nord

d’Europa, a Bélgica, Suissa, Holanda i Alemanya (158, 164).

Catalunya va ser una de les arees on es va registrar un elevat nombre de casos en els anys 70
i 80. Durant aquest anys, a I’area del Valles Occidental es van realitzar molts estudis clinics-
epidemiologics i terapéutics que van contribuir a un millor coneixement de la malaltia (7, 9,

64, 181).

Tot i que en els ultims anys alguns indicadors epidemioldgics, aixi com el nombre de casos
diagnosticats, semblaven indicar una certa regressié de la malaltia, els Ultims estudis
realitzats en la nostra area del Valles Occidental pel nostre grup indiquen que la
seroprevalenca es troba al voltant del 9%, resultats no gaire allunyats de 1’11,6% del 1987
(8,9).

El vector principal és la paparra del gos Rh. Sanguineus, que és a la vegada reservori, ja que
té la capacitat de transmetre les rickéttsies per via transovarica i transestadial. Els seus hostes
son petits mamifers i rosegadors, I’home és un hoste accidental dins el cicle biologic del
Rh. sanguineus i en la majoria dels casos els pacients refereixen contacte amb gossos.
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Introduccio

La infeccio per R. conorii cursa amb simptomatologia tipica. Hi ha un periode d’incubacio
que oscil-la entre 4 i 20 dies i es desenvolupa una lesié ulcerosa al lloc de la picada de la
paparra coneguda com a “taca negra” entre el 30-86% dels casos (Figura 23). Seguidament
apareix la clinica caracteristica de febre alta en el 100% dels casos, cefalees (70% dels

casos), mialgies (70%) (6) (Taula 4). A continuacid apareix I’exantema a les extremitats que

es va estenent al tronc, mans i peus (Figura 24).

Figura 23. Lesi6 “taca negra”. Clin. Figura 24. Exantema tipic FBM.
Microbiol. Rev. 2013; 26:657-702 Clin. Microbiol. Rev. 2013; 26:657-702

TAULA 4. Clinica FBM

Manifestacions cliniques % Pacients

Febre 100
Exantema 99
Cefalea 84
Mialgies 79
Taca negra 74
Artralgies 69
Hepatomegalia 29
Conjuntivitis 9

Esplenomegalia 9
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Introduccié

La malaltia afecta els dos sexes amb un lleuger predomini en els homes, potser pel fet d’un
contacte més gran amb gossos parasitats, i s’observa una incidencia mes elevada en nens

d’entre 0 i 9 anys.

En la majoria dels casos la lesié taca negra és unica. En els nens es sol trobar al cap i en els
adults a les extremitats. La preséncia de 1’exantema generalitzat que afecta els palmells de
les mans i plantes dels peus es troba en practicament tots els pacients; és, per tant, una de les

principals caracteristiques de la malaltia. (Figures 25, 26).

Figura 25. Exantema als palmells de les Figura 26. Exantema a les
mans plantes dels peus

També s’han descrit altres manifestacions atipiques com alteracions neurologiques,

oftalmiques, cardiovasculars, pulmonars, renals o digestives (17, 61, 67).

Es tracta d’una malaltia generalment benigna, pero hi ha descrites complicacions greus i

alguns casos molt poc frequients amb evoluci6 fatal (60).

La mortalitat s’estima al voltant del 2,5% i els factors de risc son I’edat avancada, la

immunosupressio, I’alcoholisme i el déficit de glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.
El diagnostic habitual es realitza per serologia mitjancant la tecnica de MIF (26, 71).

Respecte al tractament de les rickettsiosis del grup de les febres tacades, si s’administra
precogment, escurca el periode simptomatic i evita 1’aparicio de complicacions greus (181,

182).
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Estudis in vitro mostren una excel-lent activitat de doxiciclina, cloramfenicol i quinolones.

Els betalactamics, aminoglicosids i sulfamides no presenten activitat (182).

La doxiciclina continua essent el tractament d’eleccié d’aquestes infeccions. Aquest
tractament es troba associat amb una millor recuperacio que amb altres opcions. Malgrat que
les tetraciclines no es troben indicades en nens menors de 8 anys, es recomana que podria ser
utilitzada en nens que presentin una severa infeccid rickettsial en vista de la seva bona
tolerancia. La telitromicina també sembla altament eficag in vitro, pero falten dades in vivo.

D’altra banda, aquests farmacs haurien de ser més avaluats (183).

Les fluoroquinolones han estat considerades com una alternativa a la doxiciclina, pero
estudis recents han mostrat que les fluoroguinolones estan associades amb una pitjor
recuperacio durant la infecci6 per R. conorii en humans i en models de cultiu cel-lular, degut
potencialment a la desregulacié del modul d’una toxina-antitoxina (184). Possiblement, 1’as
de les fluoroquinolones en altres rickettsiosis hauria de ser valorat. De totes maneres, ja que
no es recomana 1’as de fluoroquinolones pel tractament de la FBM, sembla que fer estudis

prospectius amb altres rickéttsies pot semblar imprudent i contradictori.
El cloramfenicol es actiu pero el risc de toxicitat medul-lar el desaconsella.

Quant a la rifampicina, encara que in vitro va mostrar una bona activitat, els resultats clinics

no han demostrat I’eficacia esperada (185).

S’han assajat antibiotics alternatius i diferents estudis han assenyalat la bona eficacia de
I’eritromicina. La josamicina i els nous farmacs macrolids tals com claritromicina i

azitromicina poden representar alternatives pel tractament d’algunes rickettsiosis.

La josamicina en concret mostra una activitat superior a I’eritromicina i és una bona
alternativa sobretot en nens, gestants amb estricte control i absencia de malaltia greu, i en

pacients al-lergics a les tetraciclines (186). Els ultims estudis amb els nous macrolids han
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Introduccié

demostrat una bona activitat, especialment la claritromicina, que ha passat a ser una bona

alternativa enfront de la FBM (187, 188).

En qualsevol cas, un rapid i empiric tractament ha de ser prescrit davant la sospita d’una

rickettsiosi abans de la confirmacié del diagnostic.
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R. massiliae Bar 29

R. massiliae Bar 29 pertany al grup de R. massiliae dins les rickéttsies de les febres tacades

que inclou, a més, R. massiliae, R. aeschlimannii, R. montanensis i R. rhipicephali.

R. massiliae, de la qual, fins fa molt poc, es desconeixia la seva patogenicitat, ha estat
descrita en molts paisos arreu del mon i en diferents continents tant en els seus vectors, les

paparres, com en diferents reservoris animals i també en humans (189-191).

A Europa €s on primer es va descriure i aillar R. massiliae en paparres de 1’espécie Rh.
turanicus recollides prop de Marsella, Franga (192). En un principi se les va nominar com
Mtul i Mtu5, es va veure que eren nous serotips dins el grup de les tacades i la Mtul es va
proposar com una nova especie, R. massiliae. EI 1996, fou aillada i identificada pel nostre
grup en col-laboracié amb el grup de Marsella una nova soca idéentica a la Mtu5 en Rh.
sanguineus capturades a Barcelona, d’on procedeix el seu nom, R. massiliae Bar 29 (Bar 29)
(13). En aquest mateix estudi no es va aconseguir aillar de les paparres cap soca de R.

conorii, que en principi era la coneguda com a agent causal de la FBM en la nostra zona.

Més endavant es va detectar, a part de Rh. turanicus i Rh. sanguineus, en altres espécies de
paparres, R. pusillus, R. bursa, i Ixodes ricinus, en 8 paisos europeus diferents, incloent-hi 5
illes o arxipélags, Sardenya, Sicilia, les Illes Canaries, Cephalonia i Xipre (193-196). També
s’han descrit infeccions mixtes en Rhipicephalus entre R. massiliae i Coxiella burnetii a
Grécia i Sérbia i R. massiliae amb R. conorii a Fran¢a (197-199). Paparres infectades per R.
massiliae s’han recollit de reservoris animals com pardals, gossos, cavalls, gats, ericons,
guineus, llebres, cabres, vaques i també de persones asimptomatiques (194, 200-202),

(Figures 27, 28, 29, 30).
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Figura 27. El gos com a Figura 28. La guineu com a
reservori de rickéttsies reservori de rickettsies
o~ .
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Figura 29. Les cabres com a Figura 30. Els bdvids com a reservori
reservori de rickettsies de rickettsies

La taxa d’infecci6 en les paparres oscil-la entre el 2-92% en els diferents estudis (199, 202).
Es suggereix que la introduccié d’aquesta rickettsia a les Canaries va poder ser deguda a la
translocacio de les paparres R. pusillus infectades, o bé per conills salvatges migrats de la
peninsula Iberica fa mes de 600 anys, considerats un reservori natural d’aquest patogen. Pero
per altra banda no es va trobar ADN rickettsial en 150 conills salvatges estudiats en aquestes
illes (195).

Un estudi portat a terme a Andalusia ha revelat la infeccié exclusiva per R. massiliae -
incloent-hi Bar 29- de Rh. sanguineus, sense detectar R. conorii en cap dels especimens

capturats (203).

En la Figura 31 es poden observar les diferents espécies de rickéttsies patdgenes i no

patogenes descrites a Europa i els paisos on s’ha descrit R. massiliae.
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Figura 31. Rickettsies descrites a Europa. Els simbols de colors indiquen rickéttsies patogenes,
els simbols en blanc indiquen rickettsies de possible patogenicitat o rickettsies de patogenicitat
desconeguda. Clin. Microbiol. Rev. 2013, 26(4):657-700.

Estudis més recents realitzats a Italia per tecniques moleculars han reportat també la troballa

de R. massiliae i altres espécies de rickéttsies tant en paparres lliures i obtingudes de

reservoris, com en paparres recollides de persones (204, 205).

Un estudi publicat el 2017 al territori espanyol troba en paparres de gossos diferents

patogens com Erlichia i algunes espécies de rickeéttsies entre elles R. massiliae (206).

El poder patogen de R. massiliae en 1’espécie humana ha estat confirmat recentment per
estudis moleculars a partir del cultiu d’una soca congelada aillada d’una mostra de sang
recollida vint anys abans, en un pacient diagnosticat inicialment de FBM a Sicilia (14). A
Europa, fins el 2015 se n’havien descrit dos casos més; un cas es va diagnosticar a Franca
per estudis serologics i moleculars de les mostres de I’escara i humor aquos, en un pacient
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amb simptomes de FBM amb complicacions de pérdua de visié i corioretinitis bilateral. El
curs clinic va ser favorable pero 3 mesos més tard la recuperacio de 1’agudesa visual va ser
incompleta. Es van recollir paparres del lloc on el pacient havia estat picat i un 10% d’elles
estaven infectades per R. massiliae (153). L’altre cas es va diagnosticar a Italia el 2012 en un
pacient de 13 anys que presentava una escara al cap amb alopecia i limfadenopaties
cervicals. La mostra de 1’escara va donar positiva per PCR i seqlienciacié a R. massiliae
(207).

Els altims dos anys s’ha publicat un estudi de Romania on es descriuen dos casos per
serologia (208) i un estudi espanyol on un dels casos descrits en un pacient de 4 anys

presenta una PCR de I’escara positiva a R. massiliae (209).

Aguesta possible patogenicitat ja s’havia plantejat en el passat per Bella i col. (186) per la
resistencia a la rifampicina o bé per les formes lleus observades en alguns dels casos
diagnosticats de FBM (192), que posaven de manifest certes sospites respecte a 1’eventual
caracter patogen d’aquestes noves soques. En aquest sentit, alguns autors van suggerir la
possibilitat que un indeterminat percentatge de casos diagnosticats de FBM estiguessin

causats en realitat per Bar 29 (200).

Recentment un estudi fet a Polonia va demostrar la preséncia d’anticossos especifics enfront
de rickettsies del grup de les febres tacades en un 15% de treballadors forestals, i en un 79%
d’ells eren especifics de R. massiliae. Aquests resultats s’han de valorar curosament, ja que

la serologia no ens determina exactament les especies de rickéttsia involucrades (210).

A I’America del Nord la primera descripcié de R. massiliae va ser ’any 2006 quan va ser
detectada en una paparra adulta de Rh. sanguineus al sud-oest dels Estats Units, una zona
amb un focus hiperendemic de RMSF (191). Més tard va ser identificada en paparres
recollides en gossos a California i Carolina del Nord (190). La distribucio i freqléncia
d’aquest bacteri en les paparres marrons del gos a I’America del Nord i Central ha estat poc
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descrita, pero estudis preliminars suggereixen que en el Nou Mon és esporadic i local. No
s’han documentat casos humans als Estats Units i I’América Central, encara que R. massiliae

s’ha relacionat amb una malaltia lleu 0 moderada en gossos a California (211, 212).

També a I’Ameérica ddel Sud el 2004 es va descriure R. massiliae en paparres de Rh.
sanguineus a Buenos Aires, Argentina (213, 214). Anys més tard, el 2010, a Espanya, es va
diagnosticar en un pacient una febre botonosa aguda, caracteritzada per febre, rash purpuric
en extremitats superiors i inferiors i escara en cama dreta. Les analisis moleculars van
confirmar que la malaltia estava causada per R. massiliae. El pacient havia acabat d’arribar
de Buenos Aires i es va concloure que s’havia infectat a I’Argentina, de manera que es va
confirmar el primer cas de rickettsiosi causada per R. massiliae a I’Ameérica del Sud (215).
Estudis recents han demostrat que la poblacié de Rh. sanguineus de I’America del Sud son
genéticament derivats de I’area Mediterrania (216, 217). Es creu que és possible que la
distribuci6 de R. massiliae en la part sud de I’Ameérica del Sud sigui molt més amplia del que

s’ha descrit.

En el continent africa s’ha trobat R. massiliae en paparres al nord d’Africa. S’ha aillat de
Rh. turanicus i Rh. sanguineus a Algéria i s’ha detectat en paparres Rh. sanguineus i Rh.
bursa al Marroc. Pero no s’havien trobat ni descrit casos en humans (218, 219). E1 2016 s’ha
publicat un treball realitzat a Tunisia on en mostres de biopsies o de frotis cutanis
s’identifiquen diferents espécies de rickéttsies per técniques moleculars; la més freqlent, R.
conorii, pero també troben, un sol cas de R. massiliae identificada per PCR i posterior
reverse lines blot (RLB) hibridacié (220).

A I’ Africa subsahariana, malgrat que R. massiliae s’ha detectat en un 22% de Rhipicephalus
guilhoni recollides de mones i vaques al Senegal (221) i en un 8% de Rhipicephalus
senegalensis (Rh. senegalensis) a Guinea, no s’han descrit casos en humans (222).

Recentment R. massiliae s’ha detectat en un 3% de paparres Rhipicephalus evertsi recollides
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de la vegetacié en set llocs de Nigéria, cosa que suggereix que aquests bacteris poden
sobreviure i perpetuar-se en la selva (223). A més, un genotip de R. massiliae de Guinea es
va detectar per métodes moleculars en un 16% de Rh. senegalensis i en un 2% de

Haemaphysalis paraleachi recollides de gossos a Guinea (222).

A Asia, R. massiliae ha estat regularment identificada en Rh. turanicus i Rh. sanguineus a
Israel (224, 225). També les dues especies de Rhipicephalus es troben ampliament
distribuides a I’Asia Central. L’area de distribucié de R. massiliae pot incloure també
aquestes regions, pero per altra banda no hi ha estudis recents que ho puguin confirmar
(226).

A Oceania (Australia i el Pacific) hi ha un nombre reconegut de rickettsiosis del grup de les
febres tacades pero la majoria estan limitades a Australia (227, 228). Investigacions de la
preséncia de rickéttsies en regions fora d’Australia han comencat des de fa poc i algunes
evidencies anecdotiques suggereixen que les rickettsiosis del grup de les febres tacades es
troben infra-descrites i més esteses del que es coneixia fins ara. Les rickéttsies del grup de
les tacades s’han descrit recentment a Nova Zelanda i en altres 20 illes del Pacific, pero

calen evidentment més estudis per aclarir la seva presencia o0 abséncia en aquestes regions.

La primera espécie patdgena descrita va ser R. australis el 1946 a Queensland, amb dos
casos (21), causats per picades de paparres amb una presentacié clinica similar al tifus muri.
La malaltia és coneguda com Queensland tick typhus (QTT). Les analisis serologiques dels
aillats van demostrar que es tractava d’una nova rickéttsia que es va nominar R. australis.
Les tres espécies de paparres identificades com a vectors de R. australis son Ixodes tasmani
(1. tasmani), 1. Holocyclus i I. cornuatus. Altres especies trobades son R. africae i R. honnei.
En els estudis realitzats fins ara no s’ha trobat cap R. massiliae en aquestes regions (229,

230).
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2 HIPOTESI

La nova especie Rickettsia Bar 29 aillada de paparres en la nostra area causa infeccio

subclinica en humans, la qual cosa es reflectiria en I’estudi de seroprevalenca.

Aquesta nova espécie és un agent etiologic de la FBM en la nostra area i podria marcar

alguns aspectes diferencials tant des del punt de vista epidemiologic com clinic.

El cultiu shell vial i la técnica de la PCR son técniques tils per la deteccio d’altres espécies

de rickettsies causants de malaltia.
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3 OBJECTIUS

L’objectiu general d’aquest treball és realitzar un estudi epidemiologic de la presencia de la
infeccio per R. massiliae Bar 29 en humans, reservoris i vectors a Catalunya, i avaluar

I’eficacia de les tecniques diagnostiques.
Objectius més concrets:

1. Estimar la prevalenga d’anticossos enfront de R. massiliae Bar 29 (Bar 29) en poblacions
humanes de la nostra area geografica del Vallés Occidental. Detectar la possible infeccio
subclinica i relacionar-la amb diversos factors com ara el nivell social, I’habitat, 1’edat, el

contacte amb animals i els habits personals.
2. Detectar les possibles reaccions creuades de R. massiliae Bar 29 amb R. conorii.

3. Conéixer el nivell d’anticossos enfront de Bar 29 dels pacients afectats de FBM.
Aplicacio de la técnica d’immunofluorescéncia indirecta (MIF) i Western immunoblot

per identificar espécies.

4. Aillar rickéttsies mitjancant cultiu en shell vial a partir de mostres de sang de pacients i

identificacio per PCR de les soques rickettsials.

5. Estudiar la preséncia de R. conorii i R. massiliae Bar 29 en animals del cicle silvestre i

del cicle domestic i vectors a Catalunya.
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4 MATERIAL | METODES

Objectiu 1

Estudi de seroprevalenca

4.1 Estudi de seroprevalenca enfront de R. massiliae Bar 29

S’ha determinat la prevalenga d’anticossos enfront de Rickettsia Bar 29 en la poblacié
humana representativa de 1’area de referencia del nostre hospital dins la zona geografica del

Vallés Occidental.

El Vallés Occidental és un area predominantment urbana prop de la costa al nord-est
d’Espanya. L’area de referéncia del nostre hospital consta d’11 municipis amb un total de
407.763 habitants. La mostra perqué fos representativa de la poblacio de I’area va ser la
mateixa d’un estudi previ en que s’havia estimat una prevalenca d’entre I’11% i el 3% per R.
conorii i Borrelia burgdorferi respectivament, en qué es van recollir 211 serums tant de
mostres d’adults com de pacients pediatrics. La mostra es va estratificar per grups d’edat
(0-14, 15-29, 30-44, 45-64 i >65 anys) segons la proporcid de la poblacid i també tenint en
compte la zona demografica: rural (<5000 habitants), semiurbana (5000-50.000 habitants) i

urbana (>50.000 habitants).

Subjectes d'estudi. Les mostres d’adults es van recollir de pacients als quals s’havia de
realitzar una extraccio de sang per motiu d’una cirurgia menor. En el cas dels nens, de
pacients que eren atesos en 1’area d’Urgeéncies i que se’ls havia de realitzar una extraccié de
sang, previ consentiment informat per part dels participants si eren adults o dels pares o

tutors legals en els nens, abans de la recollida del serum.

Es van excloure els casos de malalties infeccioses relacionades en tots els casos.
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A tots els casos de I’estudi se’ls va realitzar una enquesta epidemiologica on es recollien una
séric de dades d’interés per a I’estudi: dades epidemiologiques, com edat, sexe, area
demografica, ocupacid, contacte recent amb gossos, animals de granja o animals salvatges; i
dades d'exploracid clinica, si recordaven haver patit una malaltia exantematica semblant a

una FBM amb febre, taca negra, exantema.

Es va extreure un mil-lilitre de sang sense anticoagulant per obtenir serum que es va

conservar a—-80°C fins a la seva analisi.
Metodologia

Microimmunofluorescéncia indirecta (MIF) per a la deteccid d'anticossos 1gG anti-Bar

29. Es van utilitzar portes fixats amb I'antigen de Bar 29 preparats pel nostre laboratori.

L’antigen va ser obtingut de la soca R. massiliae Bar 29 previament aillada de paparres i

cultivada en el nostre laboratori.

Obtencié d’antigen. La soca de R. massiliae Bar 29 aillada de paparres obtingudes a
Catalunya es va fer créixer en cultiu cel-lular L929, complementat amb el medi d’Eagle’s
contenint 4% de serum bovi fetal (SBF) i 2 mM de glutamina a 32°C. Quan el cultiu va estar
densament crescut es va recollir la capa cel-lular infectada i es va utilitzar aquest antigen per

la MIF.

L’antigen fixat en portes es va enfrontar als serums dels pacients de l'estudi a dilucions
seriades dobles amb PBS i incubat a 37°C durant 30'. Posteriorment es van realitzar dos
rentats amb PBS i es van incubar amb el conjugat marcat amb fluoresceina (Fluoline H,
BioMérieux) durant 30" a 37°C. Es van rentar dues vegades amb PBS i es van observar els
portes en el microscopi de fluorescencia. La titulacié de cada sérum va ser I’Gltima dilucid
que va presentar fluorescéncia. Les mostres es van considerar positives a partir d'una

titulacié > 1/40.
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Analisi estadistica. Els resultats es van analitzar utilitzant el test del x2, el test exacte de

Fisher, o la t de Student. Una p d’un valor <0,05 es va considerar significativa.

Objectiu 2
4.2 Estudi de les possibles reaccions creuades de Rickettsia Bar 29 amb R. conorii

Els mateixos sérums de I’estudi de seroprevalenca per la R. massiliae Bar 29 previament

s’havien estudiat per a la deteccio d’anticossos enfront de R. conorii .

La tecnica utilitzada va ser igualment la MIF usant portes comercialitzats per R. conorii de
BioMérieux, France. Els serums es van enfrontar a ’antigen a les mateixes dilucions que per

la Bar 29 i després de la incubaci6 a 37°C 30’ es van revelar amb el mateix conjugat.
Es van considerar positius també titols > 1/40.

Es van comparar els resultats dels dos estudis per tal de detectar les reaccions creuades entre

les dues espécies de rickettsies.

Objectiu 3
4.3 Estudi en pacients de R. massiliae Bar 29

Per tal de coneéixer el possible paper de la R. massiliae Bar 29 com a causa de FBM en la
nostra area, pacients diagnosticats de FBM per clinica o confirmats per serologia amb

anticossos enfront de R. conorii es van testar enfront de R. massiliae Bar 29.
Ambit d’estudi. Vallés Occidental, area de referéncia de 1’Hospital de Sabadell.

Subjectes d'estudi. Es van incloure els pacients, tant adults com pediatrics, que haguessin
estat atesos en el nostre hospital i que complissin els criteris classics de confirmacié de
FBM: febre, rash maculopapupar o purpuric i almenys taca negra i/o serologia positiva a

R. conorii (172).

85



Un pool de quatre serums coneguts negatius enfront de R. conorii es van utilitzar com a

control negatiu.

Es va realitzar un estudi preliminar amb mostres de 15 pacients que complien els criteris
establerts. Posteriorment I’estudi es va ampliar amb 136 sérums de pacients amb sospita de

FBM.

Es van determinar les reaccions serologiques d’anticossos IgG i IgM per MIF enfront de
R. conorii i R. massiliae Bar 29 i es va confirmar I’especificitat d’aquestes reaccions en

alguns d’ells amb la técnica de western immunoblot.
Es van revisar i recollir les dades cliniques i epidemiologiques d’aquests pacients.

En aquest cas I’antigen utilitzat per la R. massiliae Bar 29 va ser el mateix que per a I’estudi
de seroprevalenca. Per la determinacié d’anticossos enfront de R. conorii es van usar els

portes comercialitzats per R. conorii de BioMérieux.

Amb els sérums dels pacients, es va procedir a realitzar la teécnica de la MIF tal com s’ha

descrit en I’apartat de la seroprevalenga.

Estudi per SDS-PAGE i Western immunoblot. La tecnica de MIF presenta reaccions
creuades entre les diferents especies de rickettsies. Per aquest fet, i per tal d’augmentar
I’especificitat i confirmar la resposta especifica enfront de Bar 29, alguns dels serums
positius es van estudiar amb la tecnica de Western immunoblot, que detecta anticossos tipus

especific i no presenta reactivitat creuada amb altres rickettsies.

Per realitzar aquesta tecnica es va preparar antigen de R. conorii (ATCC VR 141) i de R.
massiliae Bar 29 tal com s’ha descrit en I’estudi de seroprevalenca per la soca R. massiliae
Bar 29. Posteriorment 1’antigen obtingut de les dues soques es va procedir a purificar-lo per
densitat en gradient de renografia per tal de separar les proteines i es va preparar un gel amb

sulfat de poliacrilamida (SDS-PAGE) amb les dues especies de rickettsies. Un cop fet aixo,
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Material i métodes

es va transferir a una membrana de nitrocel-lulosa. Es van bloquejar els llocs d’unié no
especifics amb un tampo Tris sali i després de rentar la membrana i deixar-la assecar es va

tallar en tires que contenien els antigens de les dues rickettsies.

Les tires es van incubar amb els sérums diluits 1/200 durant 2 hores. Després de tres rentats,
les tires es van incubar amb el conjugat anti-human IgG amb peroxidasa. Es van tornar a

rentar i finalment es va afegir el substrat per revelar les bandes.

Objectiu 4

4.4  Aillament de rickettsies mitjancant cultiu en shell vial a partir de mostres de

sang de pacients i identificacio per PCR de les soques rickettsials

En el periode de 10 anys des del 1994 al 2003, una mostra de sang total de 59 pacients
diagnosticats clinicament de FBM i que presentaven serologia positiva a rickettsia es van

cultivar mitjancant la técnica de shell vial.
Técnica de cultiu shell vial

La técnica consisteix a sembrar la sang total heparinitzada en uns flascons que contenen al
fons uns petits cobreobjectes en quehi ha fixada una monocapa de linia cel-lular de

fibroblasts pulmonars embrionaris humans (MRC5) tal com s’ha descrit en la introduccio

(Figura 32).
i m
Es retira el medi S’inoculen 0,5 mL de mostra
JH; m « ,/ Es centrifuga
gy = =
S’afegeix medi i s’incuba a 37°C Es retira I’inocul

Figura 32. Técnica shell vial. Inoculacié mostra.
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Les mostres de sang dels nostres pacients van ser cultivades per aquesta técnica inoculant

0,5 mL de mostra en cada flascbé.

Per a cada mostra dels pacients es van realitzar tres tubs de cultiu i es va seguir el seguent

protocol:

Als 4 dies es va revelar un dels tubs inoculats mitjangant la tincié de Gimenez del rascat de
la capa cel-lular, o bé per una técnica d’TF1. En aquest cas, es van realitzar dos rentats amb
PBS, després es van fixar en metanol 10 minuts, i sequidament es van incubar 30' a 37° C
amb 100 pL d'immunoglobulina humana especifica anti-rickettsia. Com a immunoglobulina

especifica es va utilitzar serum policlonal huma positiu a rickéttsia diluit 1/200.

Després es van tornar a realitzar dos rentats de 5' amb PBS i posteriorment es van incubar
30" a 37°C amb immunoglobulina anti-humana policlonal conjugada amb fluoresceina
(Fluoline H, bioMérieux) diluida 1/400 amb PBS i una gota de blau d'Evans. Posteriorment

es van realitzar dos rentats de 5' amb PBS i un de final amb aigua destil-lada (Figura 33).

Es renta amb PBS

S’afegeix serum anti-rickettsia

Esretirael mediies Es fixaamb metanol
renta amb PBS i S’incuba a 37°C 30’

n
Ay e s 1

S’observa al micro de . . o
fluoresceéncia S’extreu cobreobjectes. S’afegeix conjugat i

s’incuba a 37°C 30’
Figura 33. Tecnica shell vial. Revelat.
Els cobreobjectes amb la capa cel-lular de cultiu revelada es van dipositar amb glicerina cara

avall en un portaobjectes i van ser observats al microscopi de fluorescéncia.
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Es van considerar positius si s‘observaven mes de 4 organismes fluorescents per cél-lula.

Si el flasco era negatiu, al cap de 5 dies més es revelava el segons shell vial amb el mateix

procediment i al cap de 10 dies el tercer.

El sobrenedant dels shell vials positius es van sembrar en flascons amb la mateixa linia

cel-lular MRCS5 per tal d’obtenir soques rickettsials.
Per tal d’augmentar I’eficacia d’aquesta técnica de cultiu es van avaluar dues estrategies:
1. Dels cultius shell vials positius es va obtenir ADN per realitzar una PCR.

2. En lloc de sembrar només 3 shell vials de cada mostra dels pacients tal com es
realitzava habitualment, es van sembrar 8,5 mL de sang d’un pacient de ’any 2004 i

es va distribuir en 17 shell vials per incrementar la sensibilitat.
PCR convencional (reacci6 en cadena de la polimerasa)

La identificacié de les espécies de rickéttsia dels cultius shell vial positius es va fer

mitjancant la técnica de PCR/RFLP (13).

Es van utilitzar tres tipus de primers per a la identificacio de rickéttsies: un fragment del gen
de la citrat sintasa de 381 pb, utilitzant com primers RpCS 877p i RpCS 1258n del gen de R.
prowazekii; un fragment especific del gen ompA que codifica I'antigen de 190 KD de
Rickettsia rickettsii, Rr 190.70p i Rr 190.602n i el BG1-21 i el BG2-20 generat del gen de
120-KDa de R. ricketsii (4, 114). Com a controls positius es va usar ADN de R. massiliae
Bar 29 i de R. conorii i, com a controls negatius, aigua, aixi com ADN d’Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i ADN extret de sang de 3 nounats.

La PCR es va realitzar amb un termociclador Perkin-Elmer 9600 (Roche Diagnostics,
Norwalk, CT), segons el protocol de Regnery i col. (4). L’amplificacié dels productes es va

analitzar per electroforesi horitzontal en agarosa a 1’1,8% en tamp0 Tris-borat-EDTA (TBE).

89



Després de migrar (100v durant 1 hora), es va realitzar una tincié amb bromur d'etidi i

observar en un transil-luminador UV.

Els productes amplificats van ser digerits amb les endonucleases de restriccié Alul, Rsal i
Pstl, segons el protocol de Eremeeva i col. (114). La separacio electroforética es va realitzar

amb un gel d’agarosa de 1’1,8% en tamp0 TBE.

Els fragments d’ADN, van ser visualitzats amb la tincié de bromur d’etidi i les mides dels
fragments van ser comparades amb les mides del patr6 VI de pes molecular d’ADN

(Boehringer Mannheim, GmbH, Germany).

Objectiu 5

4.5 Estudi de la preséncia de R. conorii i R. massiliae Bar 29 en animals del cicle

silvestre i del cicle domestic i vectors a Catalunya

Dins I’ambit del cicle silvestre es van estudiar guineus; dins el cicle domestic, ovins, caprins

i bovins; i com a vectors, paparres.

Estudi en reservoris

S’ha realitzat un estudi observacional en I’ambit de Catalunya.
Subjectes d’ estudi

En el marc del cicle silvestre s’han agafat mostres de guineus. Aquest mostreig es va portar a
terme en col-laboracié amb la Direccié General del Medi Natural, Departament de Medi
Ambient i Habitatge de la Generalitat de Catalunya. En el marc de control de depredadors,

es van prendre mostres de sang a partir de punci6 intracardiaca post mortem.

Les mostres d’animals del cicle doméstic es van obtenir de remugants domestics, ramat ovi,
capri i bovi. La recollida de mostres de sang es va realitzar en coordinacié amb Associacions

de Defensa Sanitria (ADS). Les mostres procedien exclusivament d’explotacions ramaderes
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en régim extensiu, que permeten la pastura de I’animal. Aixo implica un elevat risc de
parasitacio per paparres presents en el camp i una eventual circulacié del patogen. El
mostreig es va realitzar en la provincia de Tarragona, en concret en les comarques del

Montsia, el Baix Ebre, el Priorat i els Ports de Tortosa-Beseit.

El mostreig dels reservoris es va fer entre els mesos d’abril i octubre. Es van obtenir mostres
de serum per a les tecniques serologiques. Tots els tubs es van congelar a -80°C fins el seu

processament.
Mida mostral

Per tal d’aconseguir una precisio del 5,0 % en I’estimacié d’una proporcié mitjancant un
interval de confianga asimptotic normal amb correccié per poblacions finites al 95%
bilateral, i assumint que la proporci6 esperada és del 10%, es va calcular que seria necessari
incloure 138 unitats experimentals en ’estudi (138 guineus, 138 ovins, 138 bovins, 138
caprins).

De cada un dels animals es va procedir a la recollida de dades sobre data de captura, area
geografica, espécie animal, sexe, edat, estat fisiologic, parasitacio per paparres, espécie de

paparres capturades i localitzacié anatomica de les paparres capturades.
Metodologia

Estudi serologic. Es va realitzar mitjancant la técnica de MIF, la determinaci6é d’anticossos
enfront de R. massiliae Bar 29 i R. conorii, tal com hem descrit en ’apartat de 1’estudi de
seroprevalenca en humans. En aquest cas varem tenir en compte els diferents anticossos
especifics per cadascuna de les espécies que es van estudiar. Aixi com el canvi de diluent del

serum animal que va ser PBS- 5% BSA (Albumina Serica Bovina).
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Analisi estadistica

Per comparar les prevalences detectades, es va utilitzar el test X? en Statcalc, programa Epi-
Info v.6 (CDC, Atlanta, USA). Les diferéncies es van considerar significatives quan P <

0.05.

Estudi en vectors

Estudi observacional a I’ambit de Catalunya.
Subjectes d’ estudi. Paparres.

Mida mostral

La mida de la mostra es va calcular a partir d’una prevalenca esperada del 15%, una precisio
del 5% i un nivell de confianca del 95%. Es va calcular que s’hauria d’incloure 137 paparres

procedents de guineus i 117 d’altres hostes.
Recollida de mostra

Sobre I’hoste es van recollir durant el moment de I’obtencié de mostres de sang de les
guineus es va procedir a la inspeccié del pél. Les paparres detectades van ser recollides i
dipositades en tubs eppendorfs on es va anotar la localitzacié anatomica en I’hoste i zona
geografica. Aquelles paparres que es van trobar agregades es van dipositar en el mateix tub

eppendorf.

En fase Iliure, I’estudi del vector va ser paral-lel al dels reservoris, és a dir, les paparres van
ser capturades en les mateixes zones on es va procedir per a I’estudi dels hostes domeéstics

(comarques del Montsia, el Baix Ebre, el Priorat i els Ports de Tortosa-Beseit).

Es va realitzar mantejant la vegetacio mitjangant 1’as d’un llencol blanc d’1 metre x 1 metre.

Les paparres adherides a la manta es van recollir en eppendorfs i si va anotar la data i el lloc
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de captura. Es van mantejar zones amb elevada carrega ramadera, és a dir, arees contigiles a

les explotacions objecte d’estudi, zones de pastura, etc.

Les paparres van ser capturades mensualment des del mes d’abril fins al mes d’octubre,

coincidint amb 1’epoca de maxima activitat de la paparra vectora.
Metodologia

Les paparres capturades es van identificar seguint claus taxonomiques. Les paparres

identificades com del grup Rh. sanguineus van ser analitzades per tecniques moleculars.

Es va realitzar una PCR a temps real per a la deteccié de Bar 29 directament de la paparra.
Les paparres es van clarificar en 100 pl de solucié brain-heart infusion. L’extraccio d’acids
nucleics es va realitzar amb MasterPure ADN purification kit (Epicentre biotechnologies,

Madison, USA) seguint les instruccions del fabricant.

Per a la deteccio del gen ompA, la parella d’iniciadors proposats que es van utilitzar en
aquest estudi és el resultat d’una treballada analisi i validacio de técniques realitzades en el
nostre laboratori. L’amplificacié classica d’ompA amb els primers Rr190.70- Rr190.701
dona un fragment de 632pb (120). Aquesta és una mida molt adequada per la seva
seqlienciacid, perd no és optima per les plataformes de PCR a temps real. D’aquesta manera
el grup va decidir dissenyar un nou parell d’iniciadors sobre el gen ompA que amplifiqués
menys de 400pb i que fos suficientment informatiu per les espécies del grup de les febres
tacades. L’alineament de les sequéncies dipositades en Genbank per ompA de R. slovaca, R.
conorii i R. massiliae Bar 29 amb MegAlign pel métode ClustalW i la recerca de cebadors
amb PrimerSelect (ADNStar 5.0) va identificar un fragment de 316pb (sense, Rr190.314:
5’ggg cat tta ctt acg gtg at; revers, Rr190.630: 5°ctt tga cgg agc tgc aga ttg tat). Aquest

fragment d’ompA va presentar una gran sensibilitat.
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La reaccio de PCR es va realitzar amb Sensimix dU kit (Bioline Reagents, London, UK), que
inclou uracil ADN glicosilasa (UNG) i deoxiuracil trifosfat (dUTP) per evitar contaminacio.
Es va utilitzar 0,2 pl de cada iniciador. Les mostres per la PCR es van preparar en una
cabina esterilitzada amb UV i la PCR a temps real es va realitzar amb el termociclador 7500
(Applied Biosystems, CA, USA). Es va incloure en cada assaig dos controls negatiu (PCR

reactius i aigua lliure d’ADN) i un positiu (ADN de R. conorii 0 R. massiliae Bar 29).

Cada mostra es va assajar dues vegades. Els productes amplificats es van purificar amb
ExXoSAP-IT (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK) i seqlienciar directament
utilitzant iniciadors d’avang i retorn en el Genetic Analyzer 3130 amb el BiGDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA). Les seqléencies obtingudes es

van comparar amb les dipositades al GenBank utilitzant el programa Nucleotide BLAST.

Amb aguest nou metode, les mostres positives a rickettsia es van poder sequenciar

correctament, i es va arribar a la identificacié fins al nivell d’especie.

A la vegada es va utilitzar un reactiu nou comercialitza,t el Tick-Borne Bacteria Flow Chip
(Master Diagnostica), per a la identificacid de patogens bacterians transmesos per
artropodes. Mitjancant aquesta tecnica es pot detectar simultaniament espécies bacterianes
pertanyents als géneres Anaplasma, Ehrlichia, Borrelia, Bartonella, Coxiella, Rickettsia i
Francisella. La tecnologia que utilitza es basa amb I’amplificacio de I’ADN bacteria amb
una PCR mudiltiple i posterior hibridacié reversa reversed dot blot sobre una membrana que té
fixada sondes especifiques per cada especie a detectar. La hibridacio es porta a terme usant
una tecnologia basada en el sistema Flow-Through (hybriSpot 12), que incrementa la

sensibilitat de la técnica i escurga significativament el temps de reaccio. (Figura 34).
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Figura 34. Técnica Tick-Borne Bacteria Flow Chip (Master Diagnostica)

Els cebadors i les sondes incloses en aquest reactiu estan dissenyats per detectar regions molt
conservades de cadascun del gens diana per cada génere. Aquest fet fa que es pugui detectar

un ampli espectre de patogens per cada genere inclos.

Els amplicons biotinilats generats de la PCR s’hibriden en membranes que contenen les
sondes especifiques per cada génere bacteria inclos en el panell, aixi com sondes control
d’extraccio d’ADN, d’amplificacié i hibridacio. Aquesta tecnologia ADN-Flow permet una
unié molt rapida entre el producte de la PCR i la seva sonda especifica en un ambient
tridimensional poros en contrast amb la hibridacio convencional. Un cop s’ha produit la unio
amb la sonda el senyal es visualitza amb una reaccié immunoenzimatica colorimétrica amb
Estreptavidina-Fosfatasa i un cromogen (NBT-BCIP) que genera precipitats insolubles en la

membrana en les zones on hi ha hagut hibridacio.
Sequenciacio
Els fragments amplificats del gen ompA i les mostres positives per la metodologia Flow

Chip, es van sequenciar. La reaccio de sequenciacié pel gen ompA es va realitzar en els dos

sentits, la qual cosa disminueix la taxa d’errors de seqtienciacio.
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Quant a les sequienciacions de les mostres positives per Flow Chip van ser realitzades per

Master Diagndstica, laboratori que fabrica i comercialitza aquesta tecnologia.

Les sequéncies obtingudes es van comparar amb aquelles introduides en el GenBank

mitjangant el programa BLAST.
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5 RESULTATS

Objectiu 1
Estudi de seroprevalenca enfront de Rickettsia massiliae Bar 29

Dels 211 sérums estudiats, 18 serums (8,5%) van presentar anticossos enfront de R.
massiliae Bar 29. Els titols anaven des de 1/40 a >1/1280, entre ells 9 serums (4,24%)

presentaven titols > 1/80, 7 de 1/80, un de 1/320 i un altre >1/1280.

En la Taula 5, es poden observar les caracteristiques demografiques i la relacié entre

seropositivitat i les variables estudiades.

L associacid entre la seropositivitat a R. massiliae Bar 29 i el contacte amb gossos (tant de
gossos domestics com de carrer) va ser estadisticament significativa (p=0,018, OR 3,59
[1,29-10,05]). Mentre que 1’associacio entre seropositivitat i contacte amb gossos domestics
no va ser significativa, el contacte amb gossos de carrer va estar significativament relacionat
amb la infeccié per R. massiliae Bar 29 p=0,034, probablement pel fet que els gossos de

carrer tendeixen a estar més parasitats que els gossos domestics.

Es va observar associacio entre seropositivitat 1 I’edat. La mitjana dels seropositius va ser de
49,89 + 18,84 anys (interval entre 3-82 anys), mentre que en els seronegatius va ser de 32,43
+ 23,04 anys (interval entre 0-91), p=0,001. La seropositivitat va ser també més elevada en
el grup de 45-64 anys comparada amb la del grup de menys de 45 o de més de 64 anys

[p=0,028, OR 3,49 (1,29-9,46)].
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Resultats

TAULA 5. Caracteristiques demografiques de les persones estudiades per Rickettsia Bar 29

Variable

NUm. (%) de subjectes (n=211)

NUm. (%) positius (n=18)

Historia de FBM
Edat mitjana anys + DS
Edat en anys
0-14
15-29
30-44
45-64
>65
Sexe
Home
Dona
Area residéncia
Urbana
Semirural
Rural
Ocupacio (>18 anys)
Estudiant
Jubilat
Mestressa de casa
Empleat
Sense feina
Desconegut
Contacte amb animals
Gos domestic
Gos de carrer
Animal de granja
Animal salvatge

0(0)
3392+23,19

51 (24,2)
49 (23,2)
42 (19,9)
44.(20,9)
25 (11,8)

114 (54)
97 (46)

141 (66,8)
57 (27)
13 (6,2)

149

11 (7,4)
25 (16,8)
36 (24,2)
50 (33,6)
26 (17,4)
7(4,3)

34 (16,1)
4(1,9)
7(3,3)
2(0,9)

000
49,89 + 18,84

1(5,6)
1(5,6)
4(22,2)
8 (44,4)°
4(22,2)

13(72,2)
5(27,8)

13(72,2)
4(22,2)
1(5,6)

16
0(0)

4 (25)
4 (25)
3(18,8)
4 (25)
1(6,3)

6 (33,3)
2 (11,1)°
0(0)
0(0)

ap=0,028, OR=3,49 (1,29-9,46)
bh=0,034, OR=12,73 (1,67-96,88)
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Objectiu 2
Estudi de les possibles reaccions creuades de Rickettsia Bar 29 amb R. conorii

Comparant els resultats amb 1’estudi previ fet per R. conorii (9), 10 serums (4,7%) van
presentar exclusivament anticossos enfront de R. massiliae Bar 29, quatre sérums van
reaccionar al mateix titol enfront de les dues rickéttsies (1/40, 1/40, 1/80, 1/80), dos van
presentar titols més alts enfront de R. massiliae Bar 29 (1/320 vs 1/80 i >1/1280 vs 1/640) i
uns altres dos, titols més elevats enfront de R. conorii (1/160 vs 1/40 i 1/320 vs 1/80). Si
aquests dos Ultims serums no els consideressim positius enfront de R. massiliae Bar 29, dels
resultats obtinguts de I’estudi anterior de seroprevalenga es podria concloure que la Bar 29
esta present en la nostra area i que la seva seroprevalenca pot variar entre 4,7-7,6% segons es

tingui 0 no en compte les reaccions creuades entre les dues rickettsies.
Objectiu 3

Estudi en pacients de la Rickettsia Bar 29. Estudi d’anticossos per MIF i confirmacio

per Western immunoblot

En el primer estudi en que es van analitzar 15 serums de pacients enfront de R. conorii i
R. massiliae Bar 29 per la tecnica de MIF, tots els serums van presentar titols enfront de R.
conorii IgG o IgM, excepte un que pertanyia a un pacient que presentava criteris clinics de
FBM i per aguest motiu també es va incloure dins aquest estudi de determinacid
d’anticossos enfront de Bar 29. Els titols de 1gG i IgM enfront de les dues rickéttsies es

poden observar a la Taula 6.

Dos serums els 3 i 9, van presentar titols alts de 1/2048 per als dos antigens; 5 mostres van
presentar titols < a 1/256 per 1gG per als dos (sérums 1,7, 8, 13 i 14); en un serum, el 4, els
titols de R. conorii i R. massiliae Bar 29 va ser el mateix de 1/1024 per la resposta a la IgG.

En els casos en qué la resposta d’anticossos 1gG a R. conorii va ser > 1/256, la resposta a R
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Resultats

massiliae Bar 29 va ser superior en 5 serums (2, 5, 6, 10 i 15), i en tots els casos excepte el
pacient 2, la resposta de les IgM va ser igual o superior per a R. massiliae Bar 29. Per aquest
motiu els sérums, 5, 6, 10 i 15 es van escollir per ser estudiats per immunoblot per tal de

confirmar I’especificitat d’aquestes reaccions enfront de R. massiliae Bar 29.

TAULA 6. Reactivitat dels serums enfront dels dos antigens: R. conorii i R. massiliae Bar 29

Séerums R. conorii R. massiliae Bar 29

1gG IgM 1gG IgM
1 1:256 1:256 1:256 1:128
2 1:512 1:2048 1:1024 1:1024
3 1:2048 1:2048 1:2048 1:2048
4 1:1024 1:2048 1:1024 1:128
5 1:512 1:128 1:1024 1:256
6 1:1024 1:128 1:2048 1:128
7 1:256 1:512 1:256 1:512
8 1:128 1:256 1:256 1:256
9 1:2048 1:256 1:2048 1:2048
10 1:256 1:2048 1:2048 1:2048
11 Neg 1:256 1:512 1:256
12 1:128 1:128 1:512 1:64
13 Neg Neg 1:128 Neg
14 1:256 1:256 1:128 1:256
15 1:512 1:2048 1:2048 1:2048

En I’assaig d’immunoblot, la resposta especifica a I’antigen Bar 29 no es va poder confirmar
en dos dels 4 serums: el 15, que va mostrar una banda molt deébil localitzada en la regi6
especifica d’alt pes molecular (d’aproximadament 120 KDa), i el serum el 6, el qual va
mostrar una reaccio similar a la mateixa regio tant per R. conorii com per I’antigen de R.

massiliae Bar 29 i que ja presentava titols molt similars per les dues per MIF.

102



Els altres dos casos (serums 5 i 10) amb titols de IgG més alts per R. massiliae Bar 29, i en
particular en el serum 10 amb diferéncies de 4 vegades el titol de R. massiliae Bar 29
respecte al titol de R. conorii en les IgG, van mostrar una resposta especifica enfront de
R. massiliae Bar 29 reaccionant amb les proteines especifiques d’alt pes molecular aixi com
de baix pes molecular de la Bar 29, mentre que amb I’antigen de R. conorii les bandes de la
reacci6 només es van observar amb les proteines de baix pes molecular en la regi6 de

I’antigen LPS.

Aproximadament el pes molecular de les bandes espécie-especifiques de R. massiliae Bar 29

es va observar a 140, 120, 104 i 92 KDa respectivament (Figura 35).

A B
kDa

&= 12 12
140
120
104
92 _
Figura 35 Western blot enfront
d’antigens de R. conorii (linies A) i
Bar 29 (linies B). C-: pool de
seérums negatius enfront d’antigens
! de R. conorii i Bar 29. Linia 1,
LPS serum 5; linia 2, serum 10.
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Resultats

Els aspectes clinics i epidemiologics més rellevants d’aquests pacients els podem observar
en la Taula 7. Es pertinent destacar que els pacients 5 i 10 van presentar 0 bé més d’una

picada de paparra o bé maltiples escares.

TAULA 7. Caracteristiques cliniques dels pacients

Sérum  Sexe Edat Rash Escara  Multiple Epidemiologia

escara

1 Home 15a  Maculopapular Si No Contacte amb gossos

2 Home 4a  Maculopapular Si No Recent contacte amb gossos

3 Dona 11a  Maculopapular Si No Una extraccio paparra

4 Dona 5a  Maculopapular Si No -

5* Dona 69a  Maculopapularno Si Dues Dues picades de paparres.
afectacio palmo- La primera extreta per ell
plantar mateix

6# Home  Adult Maculopapular No No -

7 Dona 16 m  Maculopapular Si No -

8 Home Nen  Maculopapular Si No -

9 Dona 52a  Maculopapular Si No Gos amb paparres

10* Dona 8a  Maculopapular Si Tres -

11 Home 26a  Maculopapular Si No No contacte amb gossos

12 Dona 8a  Maculopapular Si No Recent contacte amb gossos

13 Home 58a  Macular Si No Gossos a casa

14 Dona 18a  Maculopapular No No Contacte amb gossos

15& Dona 40a Rashsuggestiude Si No Contacte amb gossos amb
FBM paparres

*Serums amb resposta especifica enfront d’antigens Bar 29 per immunoblot
#Sérum amb igual resposta enfront d’antigens R. conorii i Bar 29 per immunoblot
&Sérum amb una débil resposta especifica enfront d’antigens Bar 29 per immunoblot

En un estudi posterior amb 136 sérums de pacients amb sospita de FBM es va determinar
per MIF la preséncia d’anticossos IgG enfront de R. conorii i R. massiliae Bar 29 (Bar 29).

Vam trobar 53 serums positius almenys a un dels dos microorganismes, 51 tenien anticossos
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enfront de R. conorii i 42 enfront de Bar 29, i 40 sérums presentaven anticossos enfront dels
dos. Catorze pacients presentaven titols superiors a Bar 29. D’aquests, 12 tenien criteris de
FBM, i els altres dos casos tan sols tenien anticossos enfront de Bar 29 (pacients 1 i 4), un
d’ells presentava una picada per paparra sense simptomes i I’altre una historia de febre i
rash. En la Figura 36, es pot observar la distribucio per anys del nombre de pacients segons
anticossos per cada espécie de les dues rickéttsies estudiades. En la Taula 8 es mostren els
titols d’anticossos enfront de les dues rickettsies dels 14 pacients amb titols més alts de Bar
29. En la Taula 9 podem observar les caracteristiques dels dos pacients que presentaven

nomeés anticossos enfront de Bar 29.

Nombre de pacients amb
titols d’anticossos només
enfront de R. conorii o bé
més alts o iguals als
anticossos enfront de Bar 29
Nombre de pacients amb
titols d’anticossos enfront de
Bar 29 més alts als anticossos
enfront de R. conorii

Nombre de pacients

1998 1999 2000 2001 2002 Any

Figura 36. Distribucié anual dels pacients amb anticossos enfront de les dues
rickettsies.
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TAULA 8. Titols d’anticossos enfront de Bar 29 i R. conorii

Pacient Anti-Bar 29 Anti-R. conorii
1 1/320 0

2 1/320 1/160
3 1/640 1/40
4 1/640 0

5 1/320 1/160
6 1/320 1/80
7 1/320 1/80
8 1/320 1/80
9 1/5120 1/2560
10 1/160 1/80
11 1/2560 1/640
12 1/160 1/80
13 1/10240 1/5120
14 1/2560 1/320

TAULA 9. Caracteristiques cliniques dels dos casos amb titols enfront de Bar 29 i

negatius per R. conorii

Cas1l Cas4
Sexe Dona Dona
Edat 74 40
Inici simptomes Novembre Abril
Contacte amb animals Gos Gos
Picada paparra Si -
Clinica Cap Febre, rash, cefalea
Taca negra No No
Bar 29 seroconversio 1/40 a 1/320 1/80 a 1/640
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Objectiu 4
Aillament de rickéttsies mitjancant cultiu en shell vial a partir de mostres de sang de

pacients i identificacio per PCR de les soques rickettsials

Dels 59 pacients amb sospita de FBM, solament es van obtenir 5 cultius positius per shell

vial facilment reconeguts per la tincio per IFI. (Figura 37)

Figura 37. Shell vial
positiu de la sang d’un
pacient i revelat per IFI.

La deteccio de la Rickettsia sp. es va aconseguir en els 5 casos en el primer shell vial revelat
al quart dia de la sembra. Posteriorment es van cultivar en flascons de MRC5 el sobrenedant
de quatre d’aquests shell vials positius; un d’ells no va ser possible cultivar-lo per
contaminacio del vial. Durant el procés del cultiu, se’n van contaminar tres i es va arribar a
identificar una soca com a R. conorii (soca Malish 7) per la seqiiéncia d’una part del gen
ompA (231).

Per aquest motiu, es va procedir a realitzar les dues estrategies comentades en el material i

meétodes.

Estrategia A. Malgrat que no vam poder aconseguir les soques en tres casos perque el cultiu
es va contaminar, de I’ADN extret del material al rascar les cel-lules dels cobreobjectes

positius i revelats per IFI, vam poder amplificar els fragments dels gens gltA, ompA i vam

107



obtenir PCR positiva per rickéttsia, i el posterior estudi de RFLP ens va confirmar les soques

com a R. conorii.

Estratéegia B. Del pacient del 2004, quatre dels 17 shell vials van ser fortament positius, 6
van ser débilment positius i la resta negatius. Es va procedir al cultiu en 3 flascons (dos de
25 i un de 75 cm?) distribuint-se les aliquotes de la manera segiient: un flasco amb el
sobrenedant dels 4 shell vials positius, I’altre amb el pool dels 6 débilment positius i I’altim
amb el dels negatius. Es van incubar i es van revelar als 7 dies, i van resultar tots els tres
flascons positius. La posterior amplificacid i identificacio dels fragments per PCR-RFLP ens

van donar un perfil idéntic a R. conorii, igual a I’obtingut amb els pacients de I’estratégia A.
Objectiu 5

Estudiar la preséncia de R. conorii i R. massiliae Bar 29 en animals del cicle silvestre i

del cicle domestic i vectors a Catalunya

S’havia previst recollir 138 mostres de cada grup de reservoris pero finalment es van recollir

mostres de sang de 135 guineus, 138 vaques braves, 137 ovelles i 98 cabres.

De les 135 guineus estudiades, 27 tenien 1 any o menys i 108 eren adultes > a dos anys. 69
eren mascles i 66 femelles. 126 d’elles presentaven bona salut, mentre que 9 es trobavenen

estat caquéctic, 8 d’elles amb sarna.

Les mostres de serum es van considerar positives per rickéttsia quan es va observar
fluorescéncia en algun dels dos antigens a partir de la dilucio 1/40. Un total de 68 mostres

(50,3 %) van ser positives a algunes de les dues rickeéttsies.

Vam trobar 62 mostres (45,9%) amb anticossos enfront de R. massiliae Bar 29 amb titols

entre 1:40 a 1/640; 1/40 (n=26), 1/80 (n=17), 1/160 (n=13), 1/320 (n=5) i 1/640 (n=1).

La seroprevalenga a R. conorii va ser del 25,1% (34 mostres) amb titols entre 1:40 a 1/320;

1/40 (n=10), 1/80 (n=16), 1/160 (n=5), 1/320 (n=3)
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Resultats

28 mostres (20,7%) van donar positives a les dues rickettsies (Taula 10).

TAULA 10. Distribucié dels titols d’anticossos en les mostres de guineus positives

enfront de R. massiliae Bar-29 i R. conorii

R. conorii (n)

G 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
Q 1/40 3
G
F 1/80 3 4 2
7 1/160 7 3 1
®
E 11320 1 1 2
o

1/640 1

n: nombre de mostres

Un 25% (34 mostres) van ser positives enfront de R. massiliae Bar 29 i negatives a R.
conorii; i només un 4,4% (6 mostres) van ser positives a R. conorii i negatives a R. massiliae

Bar 29. (Taula 11).

TAULA 11. Resultats serologia R. massiliae Bar 29 i R. conorii

R. massiliae Bar 29+ R. massiliae Bar 29 -

R. conorii + 28 6

R. conorii - 34 67

No es van trobar diferencies estadisticament significatives quant a sexe, edat o preséncia de

paparres i seropositivitat.

Pel que fa als reservoris domestics, en I’estudi en vaques es va obtenir una seroprevalenca a

rickéttsia del 40,5% (56/138).
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Es van trobar 55 mostres (39,8%) amb anticossos enfront de R. massiliae Bar 29 amb titols

entre 1:40 a 1/320; 1/40 (n=24), 1/80 (n=17), 1/160 (n=9), 1/320 (n=5).

La seroprevalenca a R. conorii va ser de 26% (36 mostres) amb titols entre 1:40 a 1/320;

1/40 (n=14), 1/80 (n=9), 1/160 (n=8), 1/320 (n=5).

35 serums (25,3%) van donar positius a les dues rickéttsies (Taula 12).

TAULA 12. Distribucié dels titols d’anticossos en les mostres de vaques positives

enfront de Rickettsia massiliae Bar 29 i R. conorii

R. conorii (n)

= 1/40 1/80 1/160 1/320
¥ 1/40 8 1

3

e 1/80 5 7 1
3 1/160 1 7 1
®

= 1/320 1 3
o

n: nombre de mostres

Un 14,4% (20 mostres) només presentaven titols a Bar 29, i un 0,7% (1 sérum) a R. conorii

(Taula 13).

TAULA 13. Resultats serologia R. massiliae Bar 29 i R. conorii

R. massiliae Bar 29+ R. massiliae Bar 29 -

R. conorii + 35 1

R. conorii - 20 82

En I’estudi en ovelles es va obtenir una seroprevalenga a rickettsia del 27,7% (38/137).
D’aquests un 20,4% (28/137) van ser positius a Rickettsia Bar 29 amb titols entre 1/40 i

1/320; 1/40 (n=17), 1/80 (n=9), 1/160 (n=1) i 1/320 (n=1).
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La seroprevalenca a R. conorii va ser d’un 24,8% (34/137), amb titols entre 1/40 i 1/160;

1/40 (n=23), 1/80 (n=9) i 1/160 (n=2).

24 serums (17,5%) van donar positius a les dues rickettsies (Taula 14).

TAULA 14. Distribucio dels titols d’anticossos en les mostres d’ovelles positives

enfront de Rickettsia massiliae Bar 29 i R. conorii

R. conorii (n)
= 1/40 1/80 1/160 1/320
&: 1/40 9 4 1
(94
E 1/80 5 2 1
m 1/160 1
®
E 17320 1
(ad

n: nombre de mostres

Un 2,9% (4 serums) només presentaven titols a Bar 29, i un 7,3% (10 sérums) a R. conorii

(Taula 15).

TAULA 15. Resultats serologia R. massiliae Bar 29 i R. conorii

R. massiliae Bar 29+ R. massiliae Bar 29 -
R. conorii + 24 10
R. conorii - 4 99

I, finalment, en I’estudi de les cabres es va obtenir una seroprevalenga a rickettsia del
40,8% (40/98). D’aquests, un 26,5% (26/98) van presentar anticossos a Rickettsia Bar 29
amb titols entre 1/40 i 1/1280; 1/40 (n=15), 1/80 (n=5), 1/160 (n=3), 1/640 (n=1) i 1/1280

(n=2).
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La seroprevalenca a R. conorii va ser d’un 39,7% (39/98) amb titols entre 1/40 i 1/1280;

1/40 (n=25), 1/80 (n=6), 1/160 (n=5), 1/320 (n=2) i 1/1280 (n=1).

25 serums (25,4%) van donar positius a les dues rickettsies. La distribucio de titols la podem

observar a la Taula 16.

TAULA 16. Distribucio dels titols d’anticossos en les mostres de cabres positives

enfront de Rickettsia massiliae Bar 29 i R. conorii

R. conorii (n)
1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280

1/40 10 3 1
z 1/80 1 3 1
Q& 1/160 3
g
2 1/320
m 1/640 1
@©
€ 11280 1 1
o

n: nombre de mostres

Un 1,1% (1 sérum) només presentava titols a Bar 29, i un 14,3% (14 sérums) a R. conorii

(Taula 17).

TAULA 17. Resultats serologia R. massiliae Bar 29 i R. conorii

R. massiliae Bar 29+ R. massiliae Bar 29 -

R. conorii + 25 14

R. conorii - 1 58
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Estudi en vectors

Estudi del cicle epidemiologic de Rickettsia Bar 29. Estudi molecular en vectors

(paparres) de la nostra area geografica

Paparres adultes del complex Rh. sanguineus es van identificar de 84 guineus, Ixodes ricinus

en dues guineus, i Dermacentor marginatus en una guineu.
A més a més, dues nimfes d’Ixodes sp. es van trobar en una de les guineus.

Es van analitzar les 137 paparres del complex Rh. sanguineus per la tecnica de PCR ompA i
es va detectar ADN de rickettsia en 80 paparres (58,3%). Es va procedir a la seva
sequenciacid. 77 d’elles van donar R. massiliae Bar 29 amb una similitud >98%. En les
altres tres es va detectar R. aeschlimannii amb un 99% de similitud. R. conorii no va ser

identificada en cap cas.

Posteriorment es van analitzar les 137 paparres per la técnica Tick-borne Bacteria Flow
Chip (Master Diagnostica). El 83,2% (114/137) van resultat positives a rickettsia per
aquesta técnica. Un cop sequenciades se’n van identificar 107 com a R. massiliae Bar 29
amb una similitud >98%, 3 com a R. aeschlimannii, una com a R. slovaca i en les altres tres
només es va arribar a la identificacié de génere Rickettsia sp.. Totes les mostres positives

per ompA també ho van ser per aquesta tecnica.

De les paparres infectades amb R. massiliae Bar 29 es va detectar B. henselae en 19 i
Borrelia sp. en 12, i en tres es van detectar R. massiliae Bar 29, Bartonella sp. i Borrelia

sp. a la vegada. (Figura 38).

No vam observar diferéncies significatives en seropositivitat entre guineus amb paparres
infectades per rickettsia i les que no. Paparres infectades per R. massiliae Bar29 es van
extreure de 19 guineus seropositives i de 10 seronegatives; no es va detectar rickéttsia en

paparres extretes de dues guineus seronegatives i d’una seropositiva.
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Mostra negativa Mostra (+) Rickettsia sp. i Borrelia sp. Mostra (+) Rickettsia sp.

Figura 38. Técnica Tick-Borne Bacteria Flow Chip (Master Diagndstica).

Es van recollir 117 paparres en fase lliure pel procediment de manteig que es van identificar

com del complex Rh. sanguineus.

Com que la técnica Tick-borne Bacteria Flow Chip va resultar més sensible que la ompA i
totes les positives per ompA també ho van ser per aquesta tecnica, les 117 paparres
procedents de manteig es van analitzar només per aquest procediment. El 94% (110/117)
d’elles van resultar positives a rickettsia del grup de les febres tacades. Se’n van poder
sequenciar 85 , i se’n van identificar 71 com a R. massiliae Bar 29 similitud >98% i 14

com a Rickettsia sp., amb co-infecci6 amb Borrelia sp. detectada en 23 paparres.
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6 DISCUSSIO

Les rickettsiosis transmeses per paparres representen un veritable paradigma dins les

malalties infeccioses emergents.

R.R. Parker el 1940, ja va comentar, respecte a les rickettsiosis transmeses per paparres, i en
particular, a les associades a Amblyomma, que “la decisio final de si una infeccio és o no és
una nova entitat necessita molts estudis posteriors”. De fet, en el seu cas, per la
Rickettsia parkeri, es va haver d’esperar 65 anys (232). Aix0 és tan sols un exemple de la

complexitat que suposa la definicié d’una nova espécie de rickeéttsia patogena (233-235).

Moltes de les especies que actualment estan identificades com patdogenes humanes van ser
primer trobades en paparres alguns anys o fins i tot decades abans de demostrar la seva
implicacio definitiva en malaltia humana. Aixi, en aquests Ultims 25 anys s’han reconegut 12
espécies patogenes més, que anteriorment només s’havien trobat en les paparres vectores
).

En el cas de R. massiliae Bar 29 coneguda des de la década dels 90 també han hagut de
transcorrer molt anys fins que es demostrés amb seguretat la seva responsabilitat en
patologia humana, tot i que previament alguns estudis ja aportaven indicis d’aquest fet. El
1996 el nostre grup feia aportacions de la seva presencia en paparres recollides a Catalunya i
des de llavors hem seguit fent estudis que demostren que la seva preséncia a Catalunya no

era anecdotica sino altament prevalent.

Tot i ser especulatiu, la dificultat en demostrar R. massiliae Bar 29 en mostres humanes pot
ser deguda a la dificultat de creixement de les rickéttsies i especialment de la R. massiliae
Bar 29 aixi com, a la poca sensibilitat de les técniques moleculars que s’han fet servir fins al

moment.
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Diverses circumstancies han contribuit al coneixement i expansio de les rickettsiosis
transmeses per paparres en les Ultimes dues decades. Els esforcos dels investigadors i metges
han estat crucials per tal de caracteritzar les rickettsiosis que existeixen en les diferents
regions en qué només s’havia descrit una sola espécie patogena, incloent-hi I’Ameérica
Central, I’Ameérica del Sud i Asia. Les col-laboracions amb investigadors d’arreu i la
curiositat dels clinics, combinat amb uns metodes diagnostics més potents com les tecniques
de cultiu shell vial i de biologia molecular, han permes continuar incrementant el
coneixement més profund sobre les rickettsies, incloent-hi també els organismes patogens. A
la vegada, I’increment de 1’ecoturisme i de les activitats relacionades, aixi com de viatges
d’aventura a llocs més exotics que son cada vegada més populars, ha fet que I’interés per les

rickettsiosis hagi augmentat i probablement ho continui fent en el futur. (236-239).

De totes maneres encara hi ha una série de qliestions que no es troben resoltes del tot en
I’estudi de les infeccions causades per rickeéttsies. Falta un millor coneixement de
I’epidemiologia i dels mecanismes patogenics de les rickéttsies que inclogui els mecanismes
de reactivacio en la paparra, el rol i I’efecte de la saliva de la paparra en la infeccié i la
identificacio dels gens de viruléncia de la rickéttsia. Des de la vessant del diagnostic,
caldrien més tests serologics que discriminessin de forma precog entre les diferents espécies
i es pogués arribar per aquesta via a un diagnostic especific, i també farien falta més estudis
epidemiologics que ens permetessin observar la magnitud i distribucié d’algunes de les

rickettsiosis arreu del mon.

Actualment disposem d’un ampli ventall de métodes diagnostics que van des de I’examen
directe de teixits amb diferents tincions, com Giménez, Giemsa o fluorescencia directa, a la
deteccio de I’ADN per técniques moleculars, passant per 1’aillament per cultiu cel-lular o

shell vial com a metode de referencia, i tecniques indirectes com la serologia.
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A T’evolucié dels metodes diagnostics en el camp de les rickettsiosis I’ha seguit
paral-lelament 1’avang en el descobriment de noves especies de rickéttsies del grup de les
febres tacades, majoritariament aillades en paparres, tot i que no se n’ha pogut demostrar en

moltes d’elles encara com hem esmentat, el poder patogen en humans.

La majoria de les tecniques serologiques s’han assajat per al diagnostic de les rickettsiosis o
malalties relacionades, des del primer test d’aglutinacid, passant per la laboriosa fixacio de
complement, especifica quant a grup o espécie perd poc sensible: 1’hemoaglutinacid
indirecta, influenciada per I’estabilitat de 1’antigen; 1I’aglutinacio per latex, que presenta poca

sensibilitat; la MIF; I’immunoblot i ’ELISA (26, 71).

Tanmateix, la técnica MIF continua sent actualment el metode mes utilitzat per al diagnostic
de les rickettsiosis, i continua per tant sent el métode recomanat per I’OMS per al diagnostic
de les rickettsiosis de les febres exantematiques, ja que ens permet detectar les diferents
classes d’immunoglobulines, és sensible i especific, perd amb algunes limitacions, ja que

presenta reaccions creuades amb els membres més afins del grup.

En aquest estudi intentem posar una mica mes de llum respecte al mdn de les rickettsiosis en
el nostre medi. Ja anteriorment el nostre grup havia realitzat amplis estudis en aspectes
clinics de la malaltia, tractament i estudis de seroprevalenca en algunes de les especies de

rickéttsies, sobretot de R. conorii i R. slovaca (7, 9, 240).

Per altra banda, en un estudi previ realitzat en la nostra area, es van aconseguir aillar de
paparres soques de rickettsia del grup de les tacades, anomenades provisionalment Bar 29,
diferents de R. conorii, considerada responsable de la FBM, i de les quals es desconeixia el
seu poder patogen fins fa poc. Aquesta soca es va veure que era semblant a R. massiliae,
aillada uns anys abans en paparres Rh. turanicus al Sud de Franca, i se la va anomenar R.

massiliae Bar 29.
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Es conegut que els estudis de seroprevalenca ens donen una visié de ’estat de la infeccié en
una determinada area, per aix0 hem realitzat ’estudi de seroprevalenca enfront de
R. massiliae Bar 29, per tal de conéixer 1’abast de I’existéncia d’aquesta nova soca de
rickéttsia en el nostre entorn. En el nostre estudi hem trobat un 8,5% de sérums amb
anticossos enfront de R. massiliae Bar 29. Aquest resultat és superior a 1’obtingut en un
estudi realitzat al sud d’Espanya enfront de Bar 29, on van trobar una seroprevalenca del
3,4% (200). A la vegada hem observat una associacié estadisticament significativa entre
seropositivitat i I’edat. La mitjana dels seropositius és de 49,89 + 18,84 anys i dels
seronegatius de 32,43 + 23,04 anys p=0,001 i amb una seropositivitat significativament més
elevada en persones d’entre 45-64 anys p=0,028, aquesta dada ja va ser observada també en
I’estudi esmentat anteriorment al sud d’Espanya (200). Val a dir que aquestes dades
concorden també amb un estudi previ nostre (9), i un altre realitzat al sud d’Espanya (10)
sobre R. conorii, on es va trobar que 1’edat de les persones amb anticossos enfront de R.
conorii era més elevada que les que no en presenten. Aquest resultat es podria explicar pel

fet que les persones adultes han estat més temps exposades a la infeccio.

També hem trobat una associacio estadisticament significativa entre positivitat a Bar 29 i

contacte en gossos, en particular en gossos de carrer p=0,034.

Al comparar els resultats obtinguts de I’estudi de R. massiliae Bar 29 amb els obtinguts en el
nostre estudi previ enfront de R. conorii realitzat amb els mateixos sérums (9), hem observat
que 10 serums (4,7%) han presentat exclusivament anticossos enfront de R. massiliae Bar
29, fet que apunta que R. massiliae Bar 29 esta present en la nostra area i la seva
seroprevalenca varia entre un 4,7 i un 8,5% depenent si considerem 0 no els serums que
presenten titols enfront de R. conorii. Aquest resultat ens indica que R. massiliae Bar 29

podria esta implicada en un indeterminat percentatge de casos d’infeccions humanes a
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Catalunya, més prevalentment en persones d’entre 45-64 anys, i que el contacte amb gossos

sembla ser un factor de risc per adquirir aquesta infeccio.

Els tests serologics poden ser d’ajuda per determinar el possible rol patogen de les noves
rickéttsies aillades de paparres, encara que la patogenicitat d’una nova soca homes pot ser
considerada definitiva quan és aillada de mostres humanes. Aixi, la identificacié d’espécies
de rickéttsies que causen infeccid pot ser possible estudiant els serums dels pacients per MIF
(70, 241, 242). Quan s’utilitza aquesta técnica per a la identificaci6 s’ha de tenir en compte
que els anticossos enfront de 1’espécie homologa (causant de la infeccio) son mes alts que
I’heterologa (causant de la reaccio creuada), encara que, entre especies molt semblants, els
titols heterolegs poden arribar a ser tan alts com els homolegs i cal confirmar-ho (75). En
aquests casos la confirmacio de la reaccio especifica es pot fer per Western immunoblot o

cross-adsorci6 (92, 97).

El Western immunoblot dona reaccions especie-especifiques associades a resposta als
antigens proteics i LPS, i reaccions no especifiques quan només hi ha resposta a 1’antigen
LPS. Es una técnica reservada per a casos excepcionals, com ja s’ha esmentat en la

introduccid, ja que és un meétode més especific per aquests casos (243).

Un altre métode confirmatori és la cross-adsorcid dels serums amb antigens de les espécies
amb les quals es produeixen les reaccions creuades. Si I’adsorci6 es realitza amb 1’espécie

causant del quadre clinic, desapareixen els titols d’anticossos de totes les espécies (97).

L’inconvenient que presenten I’immunoblot i la cross-adsorcid és la gran quantitat i 1’alt
grau de purificacio d’antigen que precisen, la qual cosa fa que només es puguin portar a
terme a nivell de certs laboratoris de referéncia, i fet que dificulta la seva utilitat per al

diagnostic rutinari d’aquestes malalties.

En els estudis que hem realitzat per tal de coneixer el possible rol patogenic de la soca

R. massiliae Bar 29 a Catalunya, amb serums de pacients amb sospita de FBM enfront de
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R. conorii i R. massiliae Bar 29 mitjancant la tecnica de MIF, els serums de la majoria dels
pacients han reaccionat enfront dels dos antigens estudiats R. conorii i R. massiliae Bar 29
amb seroreactivitats elevades. En aquests casos hem considerat com a espécie probable
causant del quadre clinic la que ha presentat uns titols superiors a 1’antigen rickettsial
especific. Per altra banda 4 sérums els hem pogut testar per Western immunoblotting i s’ha
pogut confirmar una resposta especifica enfront de R. massiliae Bar 29 en dos d’aquests
serums. També convé assenyalar que, en un dels estudis, dos pacients nomeés han presentat

anticossos a titols alts enfront de Bar 29.

En general les formes de presentacio greus de la malaltia en els nostres pacients son més
baixes que les observades en altres séries (7, 244, 245), per aix0 creiem que aquesta nova
Rickettsia Bar 29 podria estar relacionada amb aquesta entitat clinica que causa una
patologia més lleu, fet que explicaria, per altra banda, que molts pacients no son
hospitalitzats, la qual cosa té 1’efecte que no es disposa de moltes mostres per intentar

I’aillament d’aquesta rickeéttsia.

A Tanalitzar la presentacio clinica dels pacients amb una forta reaccié enfront de R.
massiliae Bar 29, (els pacients 5 i 10 del primer estudi, i els 1 i 4 del segon), no trobem unes
diferencies cliniques rellevants comparats amb altres casos de FBM, pero tanmateix és
conegut que les diferéncies entre les diferents rickeéttsies quant a la clinica son lleus i poden
passar desapercebudes pel clinics que registren les dades (20). El cas del pacient 10 presenta
tres escares i el pacient 5 ha estat picat dues vegades per paparres en pocs dies de diferencia.
En el cas de la febre per picadura de paparra africana, aquesta troballa és critica a ’hora de

diferenciar aquesta entitat de la FBM (11).

Mentre que la paparra Amblyomma (vector de la febre per picadura de paparra africana) té
afinitat per I’organisme huma i no és infreqiient que piqui més d’una vegada a les persones
(155), en el cas del Rh. sanguineus, que rarament pica als humans, la probabilitat que piqui

124



dues vegades és practicament nul-la, per aix0 es podria pensar que altres espécies de
paparres amb més predileccid per picar persones podrien estar presents en la nostra area com
a transmissors de la R. massiliae Bar 29. De fet, en dos estudis previs fets a Catalunya vam
trobar que un 3,6% i un 6,5% respectivament dels pacients presentaven multiples escares (6,
7).

Amb aquests estudis d’anticossos enfront de Bar 29 de malalts amb febre botonosa hem
pogut entreveure el possible rol patogen de la Rickettsia massiliae Bar 29. Els nostres

resultats ens apunten i recolzen la possibilitat en aquest sentit.

Aixi doncs podem pensar que la utilitat dels tests serologics no es limita tan sols al
diagnostic de la malaltia i a estudis de seroprevalenca, sind que s’amplia dins el camp de la
identificacio de les noves espécies i poden ser d’ajuda per determinar el paper patogénic de
les noves rickeéttsies aillades en els vectors d’una determinada regio. Aixo té interes per altra
banda pel fet que les noves espécies de rickettsies que s’han identificat associades a malaltia
humana s’han relacionat amb quadres atipics de la malaltia com R. africae, R. japonica,

Israeli spotted fever rickettsia o R. mongolotimonae (12, 246-250).

Les tecniques de cultiu cel-lular per rickéttsies a partir de sang de pacients, han millorat molt
amb la introduccio de la técnica de shell vial. Es rapida i facil de realitzar, pero tot i aixi la
seva sensibilitat és baixa: un 20% en un estudi previ realitzat amb mostres dels nostres
pacients (comunicacio, VI Reunion Nacional de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica, Sitges 1995). Per tal de millorar aquesta manca de sensibilitat nosaltres hem provat
dues estrategies, per una banda la PCR dels cobreobjectes dels shell vials contaminats i per
I’altra hem sembrat tota la sang recollida d’un pacient distribuint-la en diferents shell vials.
Amb aquests dos metodes hem aconseguit diagnosticar i identificar cinc soques de
R. conorii en els nostres pacients per cultiu i deteccié molecular, demostrant la utilitat de les

dues tecniques per a la deteccid i identificacio d’especies de rickettsies.
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Malgrat els esforcos realitzats en aquest estudi, no hem aconseguit cap aillament de R.
massiliae Bar 29 en pacients. També Babalis i col. (188) a Grécia observen un fet semblant:
descriuen I’aillament i identificacio de la soca GS en paparres Rh. sanguineus. Aquesta soca
esta fortament relacionada amb R. massiliae Bar 29. Cap aillament de R. conorii s’obté en
aquest estudi malgrat 1’alta prevalenca obtinguda en humans (46%), sense que tampoc
s’aconsegueixi cap aillament en humans de la nova soca GS. Aquesta situacio és bastant

similar a la que tenim a Catalunya, encara que la prevalenca de FBM és més baixa (9%).

Fins aquest moment la utilitzacié de la técnica de cultiu shell vial per al diagnostic de febre
botonosa, i sempre des de la nostra propia experiencia, no ens ha donat el rendiment desitjat.
La utilitzacio de les técniques de PCR aplicades directament als portes de shell vial ens
permet augmentar la seva sensibilitat i a la vegada identificar posteriorment soques dels
cultius que se’ns hagin contaminat. També el bon resultat del cultiu de tota la sang del
pacient (2 mL) en un nombre important de shell vials i posterior cultiu en flascons
convencionals ens assenyala una linia a seguir per a I’estudi de les rickettsiosis en el nostre

medi de cara a 1’obtencio de soques procedents de mostres humanes.

Val a dir que qualsevol estratégia per tal d’obtenir un major rendiment en el cultiu de
rickettsia es Util, ja que ens permet incrementar el nostre coneixement sobre la situacio

epidemiologica d’aquestes infeccions.

Fins el 2016 tan sols 4 casos d’infecci6 humana per R. massiliae s’havien descrit en tot el
mon, tres d’ells a Europa i un altre en una pacient de I’Argentina que han confirmat la
capacitat patogena d’aquesta espécie. En un sol cas es va obtenir la soca en cultiu, que de fet
va ser el primer cas descrit en un pacient que s’havia diagnosticat 20 anys abans de FBM a
Sicilia per serologia positiva a titols baixos de 1/80 a R. conorii. La soca es va mantenir
congelada i es va poder identificar 20 anys més tard mitjancant estudis d’amplificacio i
posterior seqlienciacio del gen ompA (14). El segon cas es va diagnosticar en un pacient amb
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simptomes de FBM amb complicacions de pérdua de visié i corioretinitis bilateral,
mitjancant estudis serologics de MIF, WB i cross-adsorcié amb antigen especific de R.
massiliae i estudis moleculars d’una mostra d’humor aquds i de 1’escara, amb una tecnica de
PCR suicida utilitzant primers d’una regi0 especifica del gen pgsA present en R. conorii i R.
massiliae. Un 10% de les paparres recollides del lloc on el pacient havia estat picat van
donar positives a R. massiliae (153). En el tercer cas descrit a Europa no es va realitzar
serologia especifica per R. massiliae i es va realitzar nomeés serologia a R. conorii, que va
donar titols baixos de 1/64. El diagnostic es va fer per PCR de I’ADN obtingut de 1’escara i
posterior sequenciacio dels gens gtlA, ompA i ompB (207). L™ anic cas descrit fora d’Europa
va ser d’una pacient que havia arribat dos dies abans a Espanya des de I’Argentina, en aquest
cas tampoc es va realitzat estudi serologic especific de R. massiliae, només de R. conorii,
que va donar negatiu. Al diagnostic s’hi va arribar per PCR i sequienciacio dels gens gtlA i

ompB de I’ADN obtingut de la mostra de 1’escara (215).

Posteriorment el 2016 s’han publicat altres possibles casos de R. massiliae, un a Grécia i un
altre a Romania, diagnosticats només per serologia. El de Grécia es tracta d’un cas importat
d’un pacient que havia estat picat per una paparra en un parc d’Anglaterra un mes abans. El
pacient no presentava escara i les mostres que es van recollir van ser sang total i serum. La
PCR pel gen gtlA de les mostres va donar negatiu i es va realitzar serologia enfront de 6
antigens rickettsials donant els titols més elevats a R. massiliae. De totes maneres al no
haver-se pogut fer estudis de WB comenten que no es pot confirmar que realment es tracti
d’una infeccio per R. massiliae (251). I en I’estudi de Romania de 8 pacients amb sospita de
“Scalp Eschar and Neck Lymphadenopathy after tick bite” (SENLAT), dos pacients adults
van presentar serologia positiva a R. massiliae confirmada per Western blot i cross-adsorcid

(208).
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A Tunisia, en un estudi multicentric publicat el 2016 en mostres de pacients amb febre i rash
cutani i/o escara, troben que una de les mostres de biopsia de pell és positiva a R. massiliae

aplicant una PCR quantitativa i posterior hibridacié per sondes especifiques (220).

El 2017 s’ha publicat un estudi a Catalunya en pacients pediatrics de I’Hospital de Reus amb
sospita de rickettsiosis i, en I’escara d’un d’ells aplicant, una tecnica de PCR, detecten R.

massiliae (209).

En els nostres pacients, malgrat que no tenim confirmacio per metodes moleculars dels casos
positius per MIF, si que tenim casos confirmats per una tecnica més especifica de WB. Més
recentment, en un estudi realitzat pel nostre grup en 36 pacients amb sospita de rickettsiosis,
vam trobar 8 casos positius a R. massiliae aplicant la nova técnica molecular (Tick-Borne
Bacteria Flow Chip, Master Diagnostica) ja descrita en 1’apartat de material i métodes i
aplicada en I’estudi dels vectors. Dels 8 casos, 5 presentaven clinica de FBM i 3 de

SENLAT. (Comunicacio al Congres SEIMC 2017, Malaga).

De totes maneres cal continuar realitzant més estudis en mostres humanes per tal d’aillar i
caracteritzar soques de rickettsies, cosa que ens permetria aprofundir millor en el

coneixement d’aquests bacteris.

Es evident que 1’estudi dels hostes animals i vectors que transmeten un determinat agent
infeccids son necessaris per tal de coneixer millor i completar el cicle infeccids cap a les
persones d’una determinada malaltia, i ajuden a comprendre millor la seva epidemiologia.
Les nostres troballes de 1’estudi serologic amb les guineus evidencien I’existencia de R.
conorii i R. massiliae Bar 29 en les guineus de Catalunya. També suggereixen que les
guineus poden actuar de portadores de les paparres infectades. Des del nostre coneixement,
el nostre estudi és el primer descrit respecte a la seroprevalenca de R. conorii i R. massiliae
Bar 29 en guineus. Pero pel fet de la ja coneguda reactivitat creuada entre les especies de

rickéttsies del grup de les tacades, nosaltres només podem dir que les guineus estan
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exposades a Rickettsia sp.. Es totalment logic pensar que les guineus en la natura poden estar
infectades per rickéttsies del grup de les febres tacades, ja que comparteixen molts dels
patogens dels gossos i aquests juguen un paper important en I’epidemiologia de R. conorii,
actuant com a reservoris (56) i sentinelles (57). A més, les guineus es troben exposades a les
paparres vectores, especialment pel seu habit alimentari, com son la majoria de rosegadors i

petits mamifers que son considerats reservoris potencials per rickettsies (252).

Quant a els resultats de I’estudi en els reservoris domestics, ens indiquen que les dues
rickéttsies juguen també un paper important en ells, amb unes seroprevalences globals a
Rickettsia sp. entre el 40,8% i 40,5% en les cabres i vaques respectivament i el 27,7% en les
ovelles. El cas de R. massiliae Bar 29 és més rellevant en les vaques, amb un 39,8 % de
seroprevalenca. Aquests animals domestics es troben en contacte permanent amb els humans

i per tant la seva importancia en la transmissio de les rickettsiosis és remarcable.

La resposta humoral indica un contacte previ a una infeccid per rickettsia i les reaccions
creuades serologiques estan ben documentades entre les diferents especies de Rickettsia sp.
La MIF és una bona eina en gossos per tal de diferenciar entre els anticossos contra les
rickéttsies del grup de les febres tacades, considerant 1’espécie implicada en la infeccio la
que causa major resposta en anticossos (253). En infeccions experimentals amb ratolins i
gossos, el titol més alt es troba enfront de la Rickettsia sp. especifica utilitzada per provocar
la infeccid en I’animal d’experimentacio (253). Els nostres resultats podrien suggerir que
R. massiliae Bar 29 és el principal agent infeccids rickettsial en guineus i vaques, encara que
els animals en general i les guineus en particular estan exposades en la natura a diverses
espécies de paparres i per tant poden haver-se infectat amb més d’una Rickettsia sp. Per altra
banda, la seropositivitat dels reservoris a les dues rickéttsies del grup de les tacades mostra

una diferencia de titols que difereix en no més de dues dilucions, amb 1’excepcié de tres
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individus en les guineus, dos amb les ovelles i un amb les cabres, la qual cosa suggereix que

es pot tractar o bé de reaccions creuades o bé d’una infeccié mixta per diferents rickettsies.

Val a dir, pero, que el valor del cut-off en la técnica de la MIF no es troba totalment
estandarditzat en animals salvatges i domestics. En gossos, una dilucié d’screening de 1:128
és utilitzada per alguns autors (47, 254), mentre que d’altres utilitzen una dilucié de 1:16
com a cut-off (255) i Schex i col. utilitzen un cut-off de 1:20 per a 1’screening en petits

mamifers (252).

Malauradament no hem pogut analitzar les mostres de sang dels reservoris per biologia
molecular al no disposar de mostra suficient. Aquest fet suposa una limitacié d’aquest estudi
i per aquest motiu no hem pogut confirmar els resultats amb una eventual amplificacio del
patogen. Aixi que la demostracid final del possible rol dels diferents animals estudiats en
I’epidemiologia de R. massiliae Bar 29/R. conorii com a reservori no es podra confirmar fins

que no es detecti Rickettsia sp. per técniques moleculars en algunes mostres (256, 257).

La majoria de les paparres del grup Rh. sanguineus complex positives obtingudes en les
guineus en qué es va arribar a I’espécie per sequienciacié van ser-ho pel grup de R. massiliae
(107 R. massiliae Bar 29, 3 R. aeschlimannii, 3 Rickettsia sp., i una R. slovaca) i també en
les obtingudes de manteig que serien representatives dels altres animals estudiats (71 R.
massiliae Bar 29 i 14 Rickettsia sp), mentre que no es va detectar cap R. conorii en elles.
Aquesta observacio és similar a altres estudis realitzats previament (194, 258). Milhanoi col.
(259) van observar que R. massiliae mostrava una transmissié continua transestadial i
transovarica en Rh. sanguineus sense causar cap efecte citopatic en les cel-lules del vector.
En contrast, R. conorii ssp. israelensis si que tenia un efecte nociu per al vector Rh.

sanguineus (260), aquest fet podria explicar la seva baixa prevalenca en la natura (261).

En aquest estudi, R. aeschlimannii ha estat identificada en tres paparres del complex

Rh. sanguineus. Aquesta rickettsia va ser primer aillada de Hyalomma marginatum, trobada
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en una vaca procedent del Marroc (262). De fet les paparres Hyalomma sén considerades el
seu principal vector i reservori. Recentment, R. aeschlimannii s’ha detectat en Rh. turanicus
d’ovelles a la Xina (263). Filogeneticament aquesta rickettsia pertany al grup de les tacades
juntament amb R. massiliae, R. massiliae Bar29, Rickettsia rhipicephali i Rickettsia

montanensis (21).

Per tal de detectar altres bacteris diferents a rickettsia, hem utilitzat la PCR del Sistema tick-
borne bacteria flow-chip. Quarsten et al. (264) comparen la PCR multiplex basada en el
Sistema tick-borne bacteria flow-chip i una basada en una PCR a temps real, i conclouen
que la PCR a temps real és lleugerament més sensible per detectar Borrelia sp. i Anaplasma
phagocytophilum. En el nostre estudi, hem utilitzat ambdds metodes moleculars per les
paparres. La PCR multiplex ha resultat més sensible que la PCR a temps real per Rickettsia
sp., 1 totes les positives per la PCR multiplex s’han confirmat per sequienciacio. Per altra
banda la PCR multiplex ens ha permés detectar ADN d’altres patogens tals com Borrelia sp.
i Bartonella sp. en les paparres del complex Rh. sanguineus. Més estudis s6n necessaris per
clarificar el paper del vector del complex Rh. sanguineus en la transmissio de la rickéttsia,
aixi com poder identificar quines espécies de Bartonella i Borrelia es detecten en les

paparres del complex Rh. sanguineus.

Les guineus son un dels carnivors salvatges més comuns a Europa i es troben bastant ben
adaptades a les arees suburbanes i rurals. Per altra banda la poblacié de guineus ha
augmentat a Europa incrementant-se la seva proximitat a arees més urbanes. Aixo fa que el
potencial rol de les guineus en la eco-epidemiologia de les rickéttsies de les febres tacades
pugui ser rellevant, especialment pel fet que les guineus poden representar una font
d’infeccid per als gossos, animals domestics i persones per la seva proximitat a elles, actuant
de portadors de paparres infectades, com passa amb els gossos en el cicle domestic de

R. conorii (57) o remugants i porc senglar en I’epidemiologia de la R. slovaca (58, 59).

131



Amb les nostres observacions es pot concloure que les guineus i els animals domestics
poden jugar un paper en el manteniment i transmissio de les rickéttsies del grup de les febres
tacades. Hem trobat que la seroprevalenca a R. massiliae Bar 29 és més alta que la de R.
conorii en guineus i vaques. Aquest fet es pot explicar perque R. massiliae Bar 29 va ser
detectada en paparres extretes de les guineus i de manteig en zones de pastura dels animals
domestics, mentre que no es va trobar R. conorii. Sembla, doncs, que R. conorii gradualment

va declinant en la poblaci6 de paparres, com ja s’ha suggerit en altres estudis (258).

Del nostre estudi podem concloure que les rickéttsies son de dificil creixement i les
tecniques serologiques presenten reaccions creuades que sovint no permeten diferenciar
espécies de rickettsia. Només técniques com el Western blotting i cross-adsorcié poden
ajudar en aquestes situacions; 1’inconvenient és que no es poden realitzar en la practica

diaria i calen laboratoris de referencia per la seva realitzacio.

La introducci6 dels metodes moleculars ha significat una autentica revolucio en el
diagnostic. La PCR a temps real és utilitzada ampliament, no és cara i redueix el retard en el
diagnostic de les infeccions rickettsials i pot ser realitzada en laboratoris que treballen en

tecniques moleculars (265).

Una altra novetat en aquests Ultims anys ha estat 1’as de la recollida de mostres amb
escovilld de les escares en lloc de la biopsia de pell. Aquest metode ha demostrat ser efectiu
en el diagnostic de la infeccid per diferents rickettsies: R. australis, R. parkeri, R. africae, R.
conorii, i R. sibirica ssp. mongolitimonae. Aquest métode no traumatic permet recollir
mostres fins i tot de zones sensibles com ulls o genitals i pot contribuir a incrementar el
coneixement de I’espectre d’infeccions associades a rickéttsies. Es pertinent afegir que
aquesta tecnica ha tingut una alta acceptacio per part dels clinics i dels pacients perque és
facil de realitzar i altament menys invasiva que la convencional biopsia de pell. A més, és
facil de realitzar per estudis epidemiologics i clinics en paisos de renta baixa (110).
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Referent a les paparres i les rickettsiosis, queden encara molts punts per aclarir. Sembla que
en humans moltes rickettsiosis es troben associades amb caracteristiques cliniques i
epidemiologiques que els clinics experts haurien de ser capagos d’identificar. Entre aquestes
caracteristiques hi ha les manifestacions cutanies que inclouen el tipus i localitzacié del rash,
I’escara d’inoculacio i la limfangitis. L’estacionalitat de la infeccio i el nombre de picades
canvia depenent de la localitzacio geografica i el grau d’agressivitat de les paparres. També
el tipus d’hoste i els factors ambientals tals com la temperatura i la humitat influencien en les
espéecies de paparres, en ’augment del seu nombre i en el de rickéttsies implicades (35, 36,

123).

L’espécie de paparra Rh. sanguineus sembla ser més propensa a picar als humans quan la
temperatura ambient és calida i rarament pica als humans quan la temperatura és més freda
(151). Larao6 per la qual algunes paparres, com espécies de Dermacentor, piquen més durant
I’estacio mes freda a Europa es desconeix. Alguns articles recents sobre la deteccié de
rickeéttsies en paparres han generat noves guiestions sobre les associacions i interaccions entre
paparra-rickettsia i deixa encara un gran treball a realitzar en aquests afers, particularment en
el camp de 1’aillament microbiologic i estudis sobre la transmissié entre animals. Cal definir
millor el paper de les paparres com a potencials reservoris i vectors. ElI paper com a
reservoris podria implicar el manteniment de les rickettsies en la transmissio tant
transestadial com transovarica i quines rickeéttsies no tenen efecte negatiu sobre la viabilitat o

la capacitat reproductiva de les paparres (153).

Es fa dificil especular en el fet de si hi ha encara moltes especies o subespecies de rickettsies
per descobrir, incloent-hi patdgens humans, o si estem apropant-nos al limit d’aquesta llista.
Segurament hi ha encara molts artropodes en els quals poden residir.

En el passat moltes rickéttsies van ser identificades en paparres molt temps abans que fossin

trobades en humans pel fet que les copies d’ADN dels bacteris son més elevades en
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artropodes que en la sang humana. La recerca d’aquests potencials patogens en artropodes es
considera un element essencial pel descobriment de noves rickeéttsies patogenes en les

persones.

Queda realment encara molt camp per a investigar en el mon de les rickettsiosis. Els
metodes descrits i els resultats aportats en aquest estudi ajuden a incrementar el nostre
coneixement sobre aquests microorganismes, que pel fet de necessitar per al seu

desenvolupament la cel-lula hoste es fa dificil avangar en el seu coneixement.

Els nostres esforcos van encaminats a continuar en la linia que les proves serologiques ens
han apuntat i poder completar-los amb I’aillament del bacteri en mostres humanes i de
vectors i la seva posterior identificacié per tecniques moleculars, per tal de coneixer

realment el poder patogen de les noves espécies en una determinada area.

Els avencos en el diagnostic microbiologic han fet augmentar el coneixement de les
malalties produides per rickettsies per0 encara queda molta feina per tal de millorar la

sensibilitat i especificitat d’aquestes proves diagnostiques.

En col-laboracié amb els clinics, epidemidlegs i veterinaris podrem arribar a un coneixement

de les rickettsiosis inimaginables fa pocs anys.
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7 CONCLUSIONS

De I’estudi de seroprevalenca enfront de R. massiliae Bar 29 i de les reaccions creuades

amb Rickettsia conorii, es pot concloure que:

1.

4.

La poblacié humana sana de la nostra area presenta una seroprevalenca enfront de R.
massiliae Bar 29 del 8,5%. Vuit sérums (3,8%) van presentar reaccions creuades enfront

de R. conorii.

S’ha observat una associacié significativa entre seropositivitat i edat. La mitjana d’edat
dels seropositius va ser del 49,89 + 18,84 anys i la dels seronegatius de 32,43 + 23,04
anys p=0,001.

La seropositivitat ha estat significativament més elevada en persones d’entre 45-64 anys
p=0,028. El 44,4% de les persones seropositives a R. massiliae Bar 29 tenen entre 45-64
anys. La seroprevalenca més baixa s’ha trobat entre les franges d’edat més joves de 0-14
anys i 15-29 anys.

No s’han trobat diferencies significatives segons el sexe, lloc de residéncia o treball que
realitzen. EI contacte amb gossos de carrer és un factor de risc per contraure la infeccio

per R. massiliae Bar 29.
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De I’estudi en pacients de R. massiliae Bar 29 i R. conorii, es pot concloure que:
1. En el primer estudi amb 15 pacients, 5 d’ells presentaven titols superiors de les 1gG a

R. massiliae Bar 29 respecte a R. conorii.

2. L’estudi per immunoblot ens va confirmar una resposta especifica enfront de Bar 29 de
dos dels serums al reaccionar amb les proteines d’alt pes molecular. Els dos pacients van

presentar més d’una picada o maltiples escares.

3. En el segon estudi amb 136 sérums, 14 d’ells van presentar titols superiors a Bar 29, dos

dels quals tan sols tenien anticossos enfront de Bar 29.

4. Dels resultats dels dos estudis es pot deduir que un nombre de casos de FBM dels nostres

pacients podrien estar causats per R. massiliae Bar 29 .

De P’estudi d’aillament de rickéttsies mitjancant cultiu en shell vial a partir de mostres
de sang de pacients i identificacio per PCR de les soques rickettsials aillades, es pot

concloure que:

1. El cultiu shell vial és un metode facil i recomanable per obtenir soques de rickéttsies a

través de la sang de pacients.

2. La seva sensibilitat és baixa pero es pot incrementar realitzant PCR dels cultius o bé

cultivant tota la sang extreta dels pacients.

3. Mitjancant el cultiu shell vial podem arribar a través de PCR i sequenciacié a identificar

les diferents especies de rickéttsies de les soques aillades.
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De P’estudi de la preséncia de R. conorii i R. massiliae Bar 29 en animals del cicle

silvestre i del cicle doméstic i vectors a Catalunya es pot concloure que:

1. En les guineus s’ha trobat una seroprevalenca del 45,9% enfront de R. massiliae Bar 29 i
una seroprevalenca a R. conorii del 25,1%. Un 20,7% dels sérums han reaccionat enfront

dels dos antigens.

2. Laseroprevalenca a R. conorii ha estat del 26% en les vaques, 24,8% en les ovelles i un
39,7% en les cabres. La seroprevalenca a R. massiliae Bar 29 ha estat de 39,8% en les

vaques, 20,4% en les ovelles i un 26,5% en les cabres.

3. Un 83,2% (114/137) de les paparres extretes de guineus van resultar positives per
PCR a rickettsia. La sequenciacio va identificar-ne 107 (93,8%) com a R. massiliae

Bar 29.

4. El 94% (110/117) de les paparres de manteig van ser positives a rickeéttsia del grup de
les febres tacades. 71 de les 85 (83,5%) que es van seqlienciar es van identificar com a

R. massiliae Bar 29.

5. La nova técnica Tick-Borne Bacteria Flow Chip ens augmenta notablement la

sensibilitat respecte a la PCR ompA per a la deteccio de rickéttsies en els vectors.
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